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V průběhu projektu byly vyvinuty unikátní kolagenní pěny z kolagenu získaného z kůže 
sladkovodní ryby (kapr obecný, Cyprinus carpio). Pomocí síťování karbodiimidem byl 
překonán problém s nestabilitou kolagenní matrix z kolagenu získávaného z 
chladnokrevných živočichů při tělesné teplotě  savců. Následně byly pěny impregnovány 
antibiotiky (gentamicin a vankomycin) a opětovně lyofilizovány, což je postup, který 
zajišťuje požadovanou koncentraci antibiotika bez rizika následného vymytí při dalších 
technologických krocích. Uvedený produkt je, na rozdíl od přípravků z nesíťovaného 
kolagenu, stabilní i při sterilizaci gamma zářením. Finální sterilizovaný produkt byl 
testován in vivo na potkaním modelu infikované rány.  
 
Byla prokázána efektivita v léčbě potenciálně letální infekce Pseudomonas aeruginosa a 
kmene Stafylococcus aureus rezistentní k meticilinu (MRSA). Vzhledem k vysoké 
potřebě profylaxe a terapie infekcí pooperačních a jiných ran právě výše uvedenými 
polyrezistentními původci se jedná o slibný prostředek k budoucímu klinickému využití.  
 
Zkušenosti, které jsme získali v průběhu uvolnování ATB z kolagenních pěn budou v 
dalším vyvoji použity pro impregnaci zevní kolagenní vrstvy cévní protézy, čímž bychom 
mohli eliminovat jednu z největších nevýhod a rizik spojených s použitím umělých 
materiálu a tím je infekce.  
 
Dále v průběhu výzkumu jsme vytvořili pilotní technologie k programování porozity a 
programování degradace těchto kolagenních pěn z rybího kolagenu. Byla provedena celá 
řada testů včetně analýz sekundárních struktur kolagenových vzorků zdrojového 
kolagenu a kolagenu získaného z vyrobené cévní náhrady včetně in vivo testů. Míra 
zachování nativní struktury kolagenu byla sledována pomocí FTIR a elektroforetické 
analýzy. Dále byl navržen způsob heparinizace kolagenových vzorků a způsob jejich 
analýzy.  
 
Byly zkoumány fyzikální vlastnosti kolagenových lyofilizátů s antibiotiky. Práce byly 
zaměřeny na návrh složení a přípravy kolagenových lyofilizátů s antibiotiky. Dále byly 
provedeny analýzy degradačních vlastností připravovaných materiálů a na jejich základě 
byl postup přípravy doplněn o dodatečné síťování  kolagenu.  
 
Byly ověřovány různé způsoby síťování a na základě výsledků byl doporučen finální 
postup přípravy. Na základě výsledků byly ve spolupráci s výrobci kolagenu 





Do hrudní stěny potkanů byly implantovány části nových prototypů za účelem ověření 
doby vstřebávání prosíťované a sterilizované kolagenní hmoty. Dále probíhalo testování 
farmakokinetických možností kolagenních pěn, ovlivnění degradace, denaturace, 
vhojování. Byly formulovány finální postupy pro výrobu kolagenních protéz a pěn. 
 






During the project, unique collagen foams were developed from collagen obtained from 
the skin of freshwater fish (common carp, Cyprinus carpio). The problem of instability of 
the collagen matrix from collagen obtained from cold-blooded animals at mammalian 
body temperature was overcome by carbodiimide crosslinking. Subsequently, the foams 
were impregnated with antibiotics (gentamicin and vancomycin) and re-lyophilized, a 
process that ensures the required concentration of antibiotic without the risk of subsequent 
leaching in further technological steps. This product, in contrast to non-crosslinked 
collagen preparations, is stable even when sterilized by gamma radiation. The final 
sterilized product was tested in vivo in a rat model of an infected wound. 
Efficacy in the treatment of potentially lethal Pseudomonas aeruginosa infection has been 
demonstrated and testing of the dreaded and increasingly common methicillin-resistant 
strain of Staphylococcus aureus (MRSA) is currently underway. Due to the high need for 
prophylaxis and therapy of postoperative and other wound infections by the above-
mentioned polyresistant agents, this is a promising tool for future clinical use. 
 
The experience we have gained during the release of ATB from collagen foams will be 
used in further development to impregnate the outer collagen layer of the vascular 
prosthesis, which could eliminate one of the biggest disadvantages and risks associated 
with the use of artificial materials and infection. 
 
Furthermore, during the research, we developed pilot technologies to program the 
porosity and degradation programming of these collagen foams from fish collagen. A 
number of tests were performed, including analyzes of secondary structures of collagen 
samples of source collagen and collagen obtained from the produced vascular prosthesis, 
including in vivo tests. The degree of preservation of the native collagen structure was 
monitored by FTIR and electrophoretic analysis. Furthermore, a method for 





The physical properties of collagen lyophilisates with antibiotics were investigated. The 
work was focused on the design of the composition and preparation of collagen 
lyophilizates with antibiotics. Furthermore, analyzes of the degradation properties of the 
prepared materials were performed and on the basis of them the preparation process was 
supplemented by additional crosslinking of collagen. 
 
Various cross-linking methods were tested and the final preparation procedure was 
recommended based on the results. Based on the results, production processes were 
modified in cooperation with collagen manufacturers in order to optimize the properties 
of implants. 
 
Parts of the new prototypes were implanted in the chest wall of the rats in order to verify 
the absorption time of the sieved and sterilized collagen mass. Furthermore, testing of 
pharmacokinetic possibilities of collagen foams, influencing of degradation, denaturation, 
healing was performed. Final procedures for the production of collagen prostheses and 
foams were formulated. 
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SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK (seřazeno abecedně) 
 
AMK     aminokyseliny 
ATB      antibiotika 
AUC     plocha pod křivkou 
AV     Akademie věd 
BALB/c albínský, laboratorně vyšlechtěný kmen myši 
domácí 
BOV bovinní 
bFGF     růstový faktor fibroblastů 
°C     stupeň Celsia 
CFU     Colony Forming Units, jednotky tvořící kolonie 
CLCS     zesíťovaný kolagen 
nCLCS    nezesíťovaný kolagen 
CYP, Cyp třeboňský kapr 
ČVUT české vysoké učení technické 
D míra degradace 
DEMI  demineralizovaná voda (purifikovaná) 
EU veličina ke kvantifikaci aktivity endotoxinu 
EDC N-(3 dimethylaminopropyl)-N-ethylcarbodiimid 
hydrochlorid 
ELISA enzyme-linked immuno sorbent assay 
analytická metoda využívaná ke kvantitativnímu 
stanovení různých antigenů. 
Esw     míra bobtnání 
FTIR     infračervená spektrometrie 
g      gram 
gBOV     hovězí gel 
gCYP     kapří gel 




H & E, HE barvení preparátu (hematoxilin-eozin) 
HPLC vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
iBOV  hovězí implantát 
iCYP kapří implantát 
IF impakt factor 
IFN  interferon 
IL interleukin 
IM  intramuskulární  
K   kontrolní 
Kolagenní materiál: 
SIGMA kolagen typu I., krysí ocas 
CTU kolagen typu I., rybí kůže 
IRSM kolagen typu I., rybí kůže izolován ÚSHM 
LPS     lipopolysacharidový komplex 
M mol ml, l      mililitr, litr 
MIC     minimální inhibiční koncentrace 
MCP1(CCL2)    monocytový chemoatraktantový protein 1 
MIP1α (CCL3) makrofágový zánětlivý protein 1-alfa 
MRSA Meticilin-rezistentní zlatý stafylokok 
min     minuta 
mikroCT vyšetření výpočetní tomografií mikro rozlišení 
(experimentální) 
mmHg     milimetr rtuťového sloupce 




PBS fosfátový pufr 
PCL      polykaprolakton 





PES vlákno    polyesterové vlákno 
PEG                                                   Polyethylen glycol 
PEO     polyethylen oxidu 
PHA      Fytohemaglutinin  
PLA      polylactic acid 
PLGA     polylactic-co-glycolic acid 
PMS Steripack obal pro zatavení protézy 
PVA     polyvinyl alkohol 
PVC polyvinylchloride 
RPMI 1640    růstové médium používané v buněčné kultuře 
SC     subkutánní  
SEM rastrovací elektronový mikroskop 
SRel  Sirius red elastika, metoda barvení kolagenních 
vláken a elastiky 
VAN     vankomycin 
VFN     Všeobecná fakultní nemocnice 
VUP     Výzkumný ústav pletařský 
Wt     hmotnost suchého vzorku 
TGF- β ransforming growth factor beta, označení pro 
několik mimobuněčných homodimerních proteinů, 
které pracují jako cytokiny a látky regulující dělení 
TNF Tumor necrosis factor 
TT tělesná teplota 







1. Úvod   
Infekce v operační ráně můžeme považovat za Achilovu patu chirurgických oborů a jsou 
nejčastější příčinou nehojící se rány. Často komplikují a zhoršují pooperační průběh a 
mohou být příčinou úmrtí v časném i pozdějším pooperačním průběhu (Kirkland KB et 
al., 1999). 
Terapeutickou možností v prevenci, nebo řešení již infikované operační rány, je použití 
antibiotik (ATB), a to jak v podobě systémového, tak i lokálního podání. V případě 
preventivního použití antibiotik je roky známé podání antibiotika těsně před operací s 
cílem vytvoření chráněného koagula v oblasti operačního pole jako prevence 
nosokomiální nákazy. Pro každý chirurgický obor je specifické určité mikrobiální 
spektrum. Vhodné je sledování mikrobního spektra na pracovišti a v souvislosti s 
výskytem nosokomiálních nákaz a příslušného bakteriálního kmene je vhodný cílený 
výběr antibiotika, který je pacientům před výkonem podáváno. Toto antibiotikum je 
obvykle každý rok měněno v reakci na mikrobiální spektrum pracoviště. Samozřejmostí 
je cílené podávání antibiotika u pacientů s infikovaným defektem, kde známe infekční 
agens, obvykle dle posledního stěru z infikované oblasti před operačním výkonem nebo 
z hemokultury. V případě kardiovaskulární chirurgie jsou nejčastějšími bakteriálními 
kmeny především stafylokoky a streptokoky a v případě G- bakterií se jedná o Escherichii 
Coli a o Pseudomonas Aeruginosa. V případě těchto bakteriálních kmenů se jeví ideální 
použití vankomycinu pro G+ bakterie a aminoglykosidová antibiotika pro G- bakterie. 
Tato ATB však mohou mít při perorálním a v některých případech i při parenterálním 
podání omezený průnik do tkání (Stein GE, Wells EM, 2010). 
V případě krátkého intervalu mezi podáváním jednotlivých dávek ATB nebo u pacientů 
s renální insuficiencí či jaterním selháním může dojít k systémové toxicitě, která je 
způsobená vysokou koncentrací ATB v těle. V některých případech, je proto možné nebo 
dokonce vhodnější použití lokální aplikace ATB. To potom obvykle nevede i v poměrně 
vysokých koncentracích k projevům systémové toxicity. Tento fakt dokumentuje celá 
řada prací v oboru ortopedie, traumatologie a dalších chirurgických oborech (Buttaro MA 
et al., 2005; Gruessner U et al., 2001; Xiong L et al., 2014; Hamman BL et al., 2014; 




V práci Buttara a Gimeneze bylo dosaženo vysokých lokálních hladin vankomycinu bez 
známek nefrotoxicity při operaci náhrady kyčelního kloubu při použití kostních štěpů 
impregnovaných vankomycinem v kombinaci s cementem obsahujícím aminoglykosidy 
(Buttaro MA et al., 2005). 
V případě lokální aplikace ATB jsou již několik let používány speciální kolagenní houby 
nebo kolagenní gely s obsahem antibiotika. Tyto kolagenní houby obvykle používáme i 
pro jejich hemostatický efekt k zástavě drobného krvácení přímo do operační rány nebo 
je přikládáme zevně na ránu.  Určitou nevýhodou, jak konec konců ukážeme i v této práci, 
je nekontrolované uvolnění antibiotika z této kolagenní houby během několika desítek 
minut. Například v cévní chirurgii přikládáme tyto houbičky na suturovanou cévu přímo 
do operační rány k zástavě drobného krvácení, a následně přešíváme měkké tkáně nad 
cévou s houbičkou. Pokud je houbička napuštěna ATB dochází k vyplavení tohoto 
antibiotika   během několika desítek minut a následně již v ráně zůstává jen kolagenní 
houba, kterou musí organismus odbourat. Tento proces může trvat i několik týdnů v 
závislosti na úpravě kolagenu což může mít vliv na hojení operační rány. Typickým 
příkladem jsou komerčně dostupné kolagenní houbičky 10x10 cm obsahující 130 mg 
gentamicinu (Garamycin Schwamm, Eurocept B.V., Ankeveen, obr. 1) 
 






Kolagenní houby, které jsou v současnosti dostupné na trhu, mají několik nevýhod: 
1. Antibiotikum se vyplaví v řádu několika desítek minut a po jeho vyplavení zůstává 
v organismu jen kolagen, i několik týdnů, než je organismem odbourán (viz další 
výsledky této práce).  
2. Kolagen používaný k výrobě těchto houbiček (pěn) bývá většinou získáván ze savců. 
(bovinního, koňského a prasečího). Tento kolagen ovšem vykazuje vysokou 
antigenicitu, což se přisuzuje tyrosinu v telopeptidech, která může způsobovat alergické 
reakce a to i po extrakci telopeptid, které jsou nejvíce antigenními molekuly kolagenu, 
získaného ze savců. Alergické reakce u takto upravovaných pěn se vyskytují u zhruba 
3%-4% populace (Charriere G et al., 1989).  
3. Použití bovinního kolagenu také znamená riziko přenosu bovinní spongiformní 
encefalopatie, případně jiných zoonoz (Jongjareonrak A et al., 2005).  
4. V současné době vystupuje do popředí i náboženské vyznání pacienta, kde musíme být 
velmi obezřetní zejména při použití kolagenních pěn z bovinního nebo prasečího 
kolagenu. 
Z výše uvedených nevýhod současně používaných kolagenů k výrobě koalegnních pěn 
roste poptávka po alternativním typu kolagenu. Určitou alternativou, která výše uvedená 
negativa eliminuje je právě rybí kolagen. Rybí kolagen vykazuje menší antigenicitu v 
porovnáním s kolagenem získaným ze savců, vykazuje výbornou biokompatibilitu, 
podporuje adhezi a diferenciaci buněk (Pati F et al. 2012; Oh HH et al., 2015). Jeho 
jednoznačnou výhodou je že eliminuje přenos zoonoz z ryb na člověka, protože při jeho 
zpracování a používání při teplotě lidského těla žádný rybí patogen nepřežívá. Použití 
rybího kolagenu se tedy jeví jako mnohem bezpečnější, než použití kolagenu získaného 
ze savců. 
V posledních letech se objevují především na trhu s kosmetickými a potravinářskými 
produkty výrobky z kolagenu mořských ryb. Uplatnění kolagenu mořských ryb v 
medicínských apikacích zmiňují již některé studie vycházející z oboru tkáňového 
inženýrství (N. Nagai, Y. Nakayama, 2008) a stomatologie (Yanagiguchi 2001, Yang 




literatuře zatím poměrně ojedinělé. Objevují se převážně práce na poli popáleninové 
medicíny, konstrukci cévních protéz nebo speciálních krytí na hojení ran.  
Rybího kolagen je ve srovnání s běžně používanými kolageny odolnější vůči fyzikálnímu 
nebo chemickému poškození, zřejmě i díky prostředí ve kterém dochází ke střídání tlaků 
a teplot, což je typické pro místa, kde ryby žijí. Protože si tento rybí kolagen zachovává 
svou trojšroubovicovou strukturu, zůstávají polypeptidy a aminokyseliny nedotčené, 
čímž se zvyšuje efektivita tohoto kolagenu. Bohužel však na trhu chybí jednoznačně 
definovaný kolagen z mořských ryb, u kterého by producent definoval podrobnou analýzu 
jeho čistoty. Příčinou toho je, že běžně dostupný rybí kolagen je získáván asi z dvaceti 
druhů mořských živočichů, tedy jednotný kalibrační vzorek je nutné teprve hledat. 
Technologické procesy získávání kolagenu ze sladkovodních ryb nejsou ještě ani 
universálně vypracovány a zcela nepochybně budou druhově specifické, proto i 
systematický popis včetně různých charakeristik rybího kolagenu jsou poměrně 
komplikované vzhledem k malému množství publikovaných informací v této oblasti (Bae 
I et al. 2008). 
Kromě toho je rybí kolagen náročnější na zpracování pro lékařské účely ve srovnání 
s kolagenem z teplokrevných živočichů, neboť denaturuje při teplotě lidského těla (Bae I 
et al., 2008). Abychom zabránili denaturaci, je nutná jeho technologická úprava 
zesíťováním. Vzniku vazeb mezi kolagenními vlákny dosahujeme pomocí chemického 
procesu sítování vhodným činidlem nebo gama zařením (obr. 2.), které používáme při 
sterilizaci těchto kolagenních pěn. Je nutné brát v úvahu, že sítování kolagenu mění i jeho 
fyzikální (zejména mechanické) a chemické vlastnosti.  S tím je důležité počítat, protože 
přílišné zesíťování vede ke zvýšení tuhosti pěny a zvýšení její křehkosti což není v 
případě tohoto produktu žádoucí. S tím také souvisí i jeho odbourávání. Čím je kolagen 
více síťován tím se hůře v organismu odbourává. Dalším důležitým faktem je i vazba 







Obr. 2.: Efekt gamazáření při sterilizaci kolagenu (obr. Zapůjčen z práce: Nguyen H, 
2007) 
 
Na výrobě rybího kolagenu ze sladkovodních ryb spolupracujeme s týmem odborníků 
z LF1 KU a VFN, AV a ČVUT i dalších bývalých spolupracovníků doc MUDr. Milana 
Krajíčka již několik let. Kolagen je získáván především z kůže ryb. Náš tým zvolil jako 
výchozí surovinu kůži třebonského kapra. Ta je snadno dostupná jako odpadní produkt 
při zpracování ryb. Je tedy výhodou, že zpracováváme odpadní produkt zpracování ryb. 
Surovina je levná a je jí dostupná v dostatečném množství.   
1.1 Kolagen 
Jako kolageny jsou označovány vláknité bílkoviny s typickým obsahem aminokyselin 
(13-14% hydroxyprolinu, 2% hydroxylysinu) s charakteristickým žíháním. Tyto struktury 
můžeme obvykle detekovat prostřednictvím elektronového mikroskopu. Základním 
stavebním kamenem kolagenu jsou zejména aminokyseliny glycin, prolin, hydroxyprolin 
a hydroxylysin, které se skládají do řetězců, které tvoří trojitou spirálu, která se označuje 
jako tropokolagen (Ledvina M et al., 2020). Tyto trojité spirály se sdružují do drobných 






Obr. 3.: Stavba kolagenního vlákna  
(Obr. zapůjčen z Nijhuis W.H. et al. Current concepts in osteogenesis imperfecta: Bone 
structure, biomechanics and medical management. Journal of Children s Orthopaedics 
2019,13(1):1-11) 
 
Zcela zásadní roli zde hraje hmota vysoce hydratovaných mukopolysacharidů nacházející 
se mezi jednotlivými vlákny. Přestože chemicky známe řadu různých typů kolagenu, pro 
medicinské použití je nejdůležitější kolagen typu I.  
 
Pro použití kolagenu v medicíně jsou zásadní 3 základní charakteristiky: 
1) biologická –  antigenicita vlastního kolagenu 
2) fyzikálně-chemická – ovlivnitelné vytváření příčných vazeb a s tím bezprostředně 
související rozpustnost, nasákavost a odbourávání kolagenní hmoty  
3) fyzikálně-mechanická – což je odolnost materiálu při mechanickém zatěžování (pružnost, 







V medicíně se datuje použití kolagenu od šedesátých let minulého století. V naprosté 
většině jde o kolagen bovinního původu, který je vyráběn ze šlach (například Achilova 
šlacha je skoro čistý kolagen typu I) nebo škáry kůže hovězího dobytka. Cca 3-4 % 
populace vykazuje alergii na hovězí bílkoviny, které nelze jakýmkoli procesem odstranit 
(Charriere et. al. 1989). Pro tyto pacienty představuje použití zdravotnických prostředků 
s přítomností bovinního kolagenu riziko. Z výše uvedených důvodů je tedy nativní 
kolagen pro medicínské použití prakticky nepoužitelný.  
Pro využití v medicíně je nutné umět vlastnosti kolagenu cíleně upravovat (kolagenní 
pěny, kolagenní cévní protézy). Základním technologickým procesem, především u 
rybího kolagenu, je výše uvedené sítování, neboli tvrzení kolagenní hmoty, které spočívá 
v působení síťovacích činidel (např. glutaraldehyd, tanin, genipin, ...) na vlastní kolagenní 
hmotu, kdy dochází k nárůstu počtu příčných vazeb mezi jednotlivými kolagenními 
vlákny. V medicínských aplikacích se používají zejména síťovadla na bázi speciálních 
pryskyřic, kterými je glutaraldehyd vzhledem ke své potenciální biologické toxicitě 
postupně vytlačován. Tímto způsobem můžeme do jisté míry kolagen programovat po 
stránce mechanické, chemické i biologické. Ovlivňujeme tak elasticitu, bobtnavost 
rozpustnost, tuhost, pevnost, vstřebávání v organismu, antigenicitu a další vlastnosti 
(Suchý T et al., 2015, Suchý T et al.,  2016, Suchý T et al., 2017). 
1.2 Kolagen jako matrice pro uvolňování léčiv 
Kolagenové matrice je možné použít jako základ lékových forem, které prodlužují nebo 
zpomalují uvolňování účinné látky v místě aplikace. Tímto způsobem můžeme docílit 
přítomnost například antibiotika po různě dlouhou dobu v účinné koncentraci v operační 
ráně (Ruszczak Z, Friess W, 2003, Nandi SK et al., 2009), popřípadě můžeme tímto 
způsobem tlumit bolest, pokud kolagenní matrici máme navázáno lokální anestetikum, 
které se kontrolovaně uvolňuje (Cusack Z. et al., 2012). Kolagen sám o sobě má i 
hemostatické vlastnosti a pozitivně působí jako krytí při hojení rány (Chattopadhyay S, 
Raines RT, 2014). 
Kolagenové matrice mohou být buď pevné (např. houbička, kterou vkládáme do operační 
rány nebo na ní) (Ruszczak Z, Friess W., 2003), nebo polotuhé. Polotuhé matrice mají 




LRM et al., 2018). Za fyziologických podmínek mohou tvrdnout nebo vytvořit depo gelu 
s navázanou účinnou látkou (Wallace DG, et al., 2003). 
 
Vlastnosti lékových forem na kolagenové bázi jsou ovlivněny třemi základními 
veličinami: 
1. Vlastnostmi kolagenu jako základní stavební jednotky matrice, které určují 
následující vlivy: 
- druh živočicha, ze kterého je kolagen získán. Kolagen z různých druhů mořských ryb má 
různou teplotu tání a různé aminokyselinové složení – souvisí s místem výskytu a v jaké 
hloubce živočich žije (Bae I, et al.,2008). 
- orgán, ze kterého je kolagen získán. Například bovinní kolagen z Achillových šlach je 
složen převážně z kolagenu typu I, oproti kolagenu z podkoží, ve kterém se nachází další 
typy kolagenu (Ruszczak Z, Friess W., 2003). Rovněž kolagen z různých orgánů ryb má 
různou denaturační teplotu (Zhang X, et al., 2014). 
- u rybího kolagenu byl popsán přímý vztah mezi teplotou vody, ve které daný jedinec žije 
na kvalitu kolagenu (Bae I, et al.,2008). 
- způsob zpracování. Pokud v průběhu zpracování zachováme terciální strukturu, vzniká 
nerozpustný kolagen. Naopak rozpustný kolagen vznikne z denaturovaných vláken po 
extrakci kyselinami, případně enzymy (Ruszczak Z, Friess W., 2003). 
- způsob sterilizace (Ruszczak Z, Friess W., 2003). 
- vlastnosti kolagenních gelů, které můžeme aplikovat injekčně lze ovlivňovat modifikací 
kolagenních molekul, např. sukcinylací (Wallace DG, et al., 2003, Sripriya R, et al., 
2004), při které dojde k vytvoření negativně nabité sítě schopná vázat některá léčiva 
(ciprofloxacin) (Wallace DG, et al., 2003). 
 
2. Vlastnostmi matrice, které jsou určeny především 





- skládáním kolagenních vrstev s různými vlastnostmi (např.v důsledku rozdílné 
propustnosti pro dané léčivo), příkladem jsou  „jádra“ s navázanou zásobou léčiva, které 
je obaleno méně propustnou vrstvou, která řídí jeho uvolňování (Ruszczak Z, Friess W., 
2003, Chen MC, et al., 2005). Dalším příkladem může být houbička uvolňující například 
ciprofloxacin v závislosti na hydrataci (ta může být dána mírou exsudace rány), na jejíž 
horní straně je kolagenní film, který uvolňuje do houbičky léčivo, které z ní ubývá 
(Sripriya R, et al., 2004). 
- zesíťováním molekul kolagenu, které jednoznačně vede ke snížení propustnosti a zvýšení 
stability matrice (Ruszczak Z, Friess W., 2003, Chen MC, et al., 2005). Molekuly 
kolagenu nesmíme zesítovat v případě gelů (Wallace DG, et al., 2003). 
- kombinací kolagenu s jinými makromolekulami, např. hyaluronovou kyselinou (Wallace 
DG, et al., 2003). 
- uzavřením léčiva do liposomů s jejich následnou inkorporací do kolagenní matrice 
(Ruszczak Z, Friess W., 2003). 
 
3. Vlastnostmi léčiva, které matrice obsahuje, především 
- rozpustností léčiva ve vodě - ta může být snížena např. přítomností málo rozpustné soli a 
tím pádem dochází k pomalejšímu vymývání z místa aplikace (Ruszczak Z, Friess W., 
2003, Gruessner U, et al., 2001). 
- velikostí molekuly léčiva – podle velikosti molekuly můžeme rozdělit léčiva na molekuly 
větší, než jsou póry kolagenní matrice (u nezesíťovaného kolagenu 58 nm pro fibrilární 
kolagen, 4-6 nm pro sukcinylovaný kolagen), jejichž difuse je zbrzďována („hindered 
diffusion“) a léčiva s molekulami menšími, která nejsou v difuzi zbrzďována (Wallace 
DG, et al., 2003). 
- elektrostatickými vazbami mezi léčivem a kolagenními vlákny (vazebnou kapacitou 
matrice pro dané léčivo) (Wallace DG, et al., 2003). 
Zpomalená difuze v nezesíťovaném kolagenu se vyskytuje především u makromolekul, 




kolagenních gelů a jejich uvolňování tedy závisí především na prosté difuzi (Hildebrand 
T, et al., 1997). 
 Pokud tedy nedochází k vazbě mezi kolagenními vlákny a molekulami léčiv, opustí 
většina léčiva matrici během několik minut po implantaci. Ve skutečnosti se však kromě 
difuze uplatňují, jak u makromolekul, tak u malých molekul i vazebné interakce mezi 
léčivem a kolagenem (např. mezi karboxylovými skupinami aminokyselin kolagenu, 
případně kyseliny jantarové při sukcynylaci a aminoskupinami gentamicinu (Wallace DG, 
et al., 2003), nebo ciprofloxacinu (Sripriya R, et al., 2004). Vazebná kapacita matrice pro 
určité léčivo je saturabilní a závisí na množství vazebných míst na molekulách kolagenu. 
Pokud dojde při výrobě lékové formy k přesycení matrice, uvolní se volná frakce léčiva 
okamžitě po aplikaci. Toho je možné využít k rychlému vytvoření vysokých koncentrací 
léčiva v místě aplikace. Naopak pokud je léčivo vázáno na kolagen kovalentně 
hydrolyzovatelnou vazbou, dochází k pomalému uvolňování při postupném odbourávání 
matrice (Wallace DG, et al., 2003). 
Kolagenní léková forma tak může být uzpůsobena (různým způsobem vyplývajícím z 
výše zmíněných interakcí léčiva a kolagenu) např. k rychlému uvolnění „nasycovací 
dávky“ antibiotika ihned po aplikaci s vytvořením lokální koncentrace mnohonásobně 
převyšující minimální inhibiční koncentraci (MIC) citlivých mikrobů, po kterém 
následuje pomalé uvolňování „udržovací dávky“ antibiotika prodlužující účinnost na 
několik dní (Ruszczak Z, Friess W., 2003, Sripriya R, et al., 2004, Gruessner U, et al., 
2001).  Podobný profil plazmatických koncentrací byl popsán např. při uvolňování 
bupivakainu (Cusack SL, et al., 2013). 
1.2.1 Antibiotika 
Nejčastěji používaným antibiotikem v kolagenních lékových formách je gentamicin. V 
klinické praxi našly tyto přípravky využití především ve stomatologii, břišní chirurgii a 
traumatologii (Ruszczak Z, Friess W., 2003). V poslední době se objevují také klinické 
studie z oblasti kardiochirurgie, které potvrzují efektivitu tohoto přístupu v prevenci 
pooperačních infekcí (Schimmer C, et al., 2012, Mishra PK, et al., 2014), dále se tento 
postup používá v terapii diabetické nohy (Uckay I et al., 2018). In vitro se sice uvolní 
většina gentamicinu z komerčně vyráběných přípravků již po 30 minutách, in vivo však 




dny po aplikaci. Délka lokálního působení je mj. ovlivněna také vaskularizací místa 
aplikace a závisí tedy na rychlosti vymývání lokálně nahromaděného gentamicinu do 
systémového oběhu. Při použití dostupných přípravků nedochází k dlouhodobé expozici 
toxickým hladinám gentamicinu (koncentrace klesá do 24 hodin pod 2 mg/L) a nebyly 
zaznamenány projevy systémové toxicity (Ruszczak Z, Friess W., 2003). Existují studie 
zabývající se využitím kolagenní matrice s tetracyklinem a metronidazolem v dentální 
chirurgii (Ruszczak Z, Friess W., 2003). Za účelem terapie periodontitidy jsou používány 
kolagenní matrice uvolňující chlorhexidin v dutině ústní. Kromě bovinního kolagenu je za 
tímto účelem využíván i kolagen ze sladkovodních ryb (John P, et al. 20015). Dále jsou 
dostupná in vitro data a data ze zvířecích experimentů pro ciprofloxacin (Sripriya R, et 
al., 2004).  
Další zajímavou možností je použití vankomycinu (Chiang HY, et al., 2014, Šíma M, et 
al., 2017, Vander S, et al., 1989). V klinické praxi byly použity vankomycinem 
impregnované kostní alografty v kombinaci s cementem obsahujícím aminoglykosidy při 
náhradě kyčelního kloubu. Vankomycin může být rovněž součástí hydroxyapatitových 
kuliček při léčbě poranění pohybového aparátu (Suchý T, et al., 2017). Lokální aplikací 
bylo dosaženo vysokých koncentrací vankomycinu v místě infekce bez projevů 
nefrotoxicity, které jsou spojeny se systémovým podávání antibiotik (Buttaro MA, et al., 
2005) a které často brání eskalaci dávek při systémovém podání (Šíma M, et al., 2018). 
Vzhledem k tomu, že vankomycin, stejně jako aminoglykosidy nedostatečně penetruje 
do tkání (Stein GE, Wells EM, 2010) je systémová aplikace k terapii infekcí pooperačních 
ran problematická. Lokální aplikace s postupným uvolňováním by v případě tohoto 
antibiotika byla obzvláště vhodná, neboť na rozdíl od aminoglykosidů je jeho účinnost 
závislá nejenom na výši dosažených koncentrací, ale také na délce, kdy koncentrace 
přesahuje MIC. Hodnota nejlépe korelující s klinickou odezvou při systémové terapii 
infekcí Staphylococcus aureus je AUC/MIC (Rybak M, et al., 2009). Pokud by kolagenní 
lékové formy zajistily dlouhodobě adekvátní lokální koncentrace vankomycinu v ráně, 
bylo by možné tímto způsobem upustit od systémového použití dalších záložních 
antibiotik (ceftarolinu, linezolidu) a jejich šetření pro jiné závažné infekce. Větší 
počáteční množství vankomycinu, které se vyplaví bezprosttředně po aplikaci kolagenní 
matrice je navíc vhodné k dosažení účinné koncentrace vankomycinu v místě účinku a 




jako efektivní a bezpečná alternativa, což bylo prokázáno při lokální aplikaci prášku 
vankomycinu při  pediatrické operaci páteře, kde nebyly zjištěny žádné komplikace 
související s antibiotiky (Armaghani SJ, et al.,2014). 
Rovněž rifampicin může být zajímavou molekulou pro lokální aplikaci při hojení 
chirurgických ran v infikovaném terénu. Bylo prokázáno, že systémově podávané 
antibiotické kombinace obsahující rifampicin snižují výskyt hlubokých 
poststernotomických infekcí (Khanlari B et al., 2010) a efektivitu prokázal i 
v randomizované studii, ve které snižoval výskyt infekcí spojených s implantací 
ortopedických endoprotéz (Zimmerli W et al., 1998). Byla rovněž studována i topická 
aplikace rifampicinu ve formě prášku na modelu muskuloskeletálního traumatu (Shiels 
SM et al., 2018) a efekt kolagenní pěny napuštěné mj. rifampicinem v terapii prasečího 
modelu traumatu sleziny (Parker SJ et al., 1999). 
1.2.2 Lokální anestetika 
Lokální anestetika v kolagenních matricích mohou být implantována do pooperační rány 
za účelem snížit intenzitu pooperační bolesti. V kontrolovaných klinických studiích bylo 
prokázáno subjektivní snížení bolestivosti a menší spotřeba opioidů 72 hodin po 
inguinální hernioplastice, pokud byla do rány implantována kolagenní matrice (fibrilární 
zesíťovaný kolagen, patent US 20110301131 A1) s bupivakainem (100 mg a 200 mg). 
Bupivakain je uvolňován okamžitě po aplikaci, takže účinek nastupuje již při odeznívání 
celkové anestézie (Cusack Z, et al., 2012). Při gynekologických operacích byla stejná 
léková forma při menší spotřebě bupivakainu (150 mg) srovnatelně účinná s kontinuální 
aplikací bupivakainu do pooperační rány infusorem (Cusack M, et al., 2012). Systémové 
koncentrace bupivakainu se pohybují pod hranicí pro vyvolání kardiotoxických a 
neurotoxických účinků (Cusack Z, et al., 2012, Cusack SL, et al., 2013). Průběh 
systémových hladin vykazuje dva koncentrační vrcholy, první po cca 2 hodinách, kdy 
dochází k uvolnění většího množství léčiva po implantaci, což je výhodné pro tlumení 
nejsilnější pooperační bolesti a následně mezi 12-24 hodinami, který je způsoben 
postupným uvolňováním léčiva. Je zajištěna dostatečná koncentrace v místě aplikace po 
nejméně 48 hodin (Cusack SL, et al., 2013). Dalším možným využitím kolagenní matrice 
s lokálním anestetikem je povrchová anestesie benzokainem uvolňovaným z kolagenního 





In vitro bylo popsáno prodloužené uvolňování sirolimu ze stentu potahovaného bovinním 
kolagenem typu I, který byl zesíťován genipinem (patent US 7351421 B2). Tímto 
způsobem bylo dosaženo konstantní rychlosti uvolňování sirolimu bez počátečního 
nárazového uvolnění větší dávky. Podle množství účinné látky trvalo uvolňování sirolimu 
7-28 dní (Chen MC, et al., 2005). V současné době je většina kolagenních lékových forem 
na bázi bovinního kolagenu (Ruszczak Z, Friess W., 2003, Wallace DG, et al., 2003). Rybí 
kolagen je za tímto účelem využíván zatím pouze ojediněle (John P, et al. 20015). V 
případě vývoje lékových forem využívajících rybí kolagen za účelem řízeného uvolňování 
léčiv je zapotřebí důsledná standardizace finálního produktu a ověření konstantních 
vlastností kolagenu, které mohou být ovlivněny i takovými okolnostmi, jako je průměrná 







2 Hypotézy a cíle práce 
2.1 Hypotézy práce: 
1. Rybí kolagen ze sladkovodních ryb vykazuje menší antigenní potenciál, než kolagen 
bovinního původu, Při jeho implantaci in vivo je eliminována lokální imunitní reakce. 
2. Rychlost rozpadu kolagenních pěn lze programovat různým způsobem jejich přípravy. 
3. Rychlost uvolňování léčiva z kolagenních pěn lze programovat různým způsobem jejich 
přípravy. 
2.2 Cíle práce:  
1. Vývoj metodiky a testování imunogenicity základní kolagenní hmoty na buněčných a 
myších modelech 
2. Vývoj a příprava různých typů kolagenních pěn z kolagenu sladkovodních ryb 
3. Vývoj kolagenních pěn s obsahem antibiotik určených pro krytí infikovaných ran 
4. Vývoj sendvičových pěn z vrstev různě porézního kolagenu za účelem řízení doby 
rozpadu a uvolnění antibiotik 
5. In vitro testování mechanických vlastností připravených typů kolagenních pěn. 
6. Experimentální ověření doby vstřebávání kolagenní pěny z rybího kolagenu in vitro a in 





3 Testování imunogenity kolagenu 
Kolagenní materiály obecně jsou řazeny k slabým imunogenům, přesto mohou vyvolávat 
imunitní odezvu, a proto je před jejich zavedením do klinického testování v humánní 
medicíně vhodné otestovat jejich imunogenní vlastnosti. V současnosti ale neexistují 
jednoznačná doporučení jaké imunologické testy použít. 
3.1 Testování bovinního kolagenu 
V pilotní studii jsme použili bovinní kolagen, ze kterého jsou vyrobeny standartně 
používané kolagenní pěny (Gelita–Spon Standard, Gelita Medical, obr. 4.). Na tomto 
základě jsme provedli výběr a optimalizaci vhodných in vitro a in vivo metod, kterými 
jsme zjištovali imunologické vlastnosti kolagenu třeboňského kapra. Následně byl v 
imunizačních pokusech použit tento bovinní kolagen jako kontrolní skupina při studiu 
imunoreaktivity kolagenu třeboňského kapra. 
 
                    
Obr. 4.: Gelita-Spon Standard, kolagenní heostatická houbička z bovinního kolagenu 








V první fázi studie jsme in vitro otestovali imunostimulační schopnosti bovinního 
kolagenu kolagenní pěny na mononukleárních leukocytech ze slezin kolagen senzitivních 
BALB/c myší. Zaměřili jsme se na schopnost indukovat tvorbu časných prozánětlivých 
cytokinů (IL- 1β, TNF-α) a na schopnost stimulovat buněčnou proliferaci, tj. testování 
blastické transformace splenocytů se značeným 3H thymidinem. 
3.1.1 Protokol pokusu 
Zdroj splenocytů: myši Balb/c, samice, stáří 8 týdnů, 6 kusů 
Pozitivní kontroly: PHA 10ug/ml, PWM 1ug/ml 
Stimulace: cévou (T10-S, N-S) a 3% roztokem kolagenu v apyrogenní vodě 10×, 
100× a 1000 × ředěným v PBS. 
Koncentrace cytokinů byla stanovena metodou ELISA (RD Systems, DuoSet) po 24 a 72 
hodinové stimulaci buněčných kultur nativním bovinním kolagenem (ve třech ředěních) 
a definovanými částmi cévních protéz potažených bovinním kolagenem. 
Blastická transformace byla vyhodnocena po sběru proliferujících buněk po 18 
hodinovém 
pulsu 3H thymidinem. 
3.1.2 Výsledky 
Stimulace splenocytů roztoky ředěného bovinního kolagenu nevedla k žádné výrazné 
tvorbě sledovaných cytokinů (IL-1β, TNFα), na rozdíl od stimulace splenocytů vzorky 
cév, kde jsme zaznamenali mírné zvýšení tvorby obou prozánětlivých cytokinů, jak IL-








3.2 Testování imunogenních vlastností implantátů kapřího 
kolagenu 
Ke sledování systémové odpovědi jsme zvolili monitorování hladiny vybraných 
cytokinů v sérech implantovaných myší. Dále jsme sledovali aktivitu splenocytů z 
implantovaných zvířat, které jsme stimulovali konvenčními pozitivními stimulátory 
(PWM, LPS) a gely připravenými z bovinního i kapřího kolagenního implantátu. Po 
stimulaci (24 a 72 hodin) in vitro byla stanovena hladina cytokinů v supernatantech kultur 
metodou ELISA. 
Ke sledování odezvy imunitního systému byly vybrány následující cytokiny (dle 
Qingsong Ye, 2013): 
 
IL-1β, TNF-α, IFN-γ. Prozánětlivé cytokiny, produkovány M1 makrofágy, pozn.: 
především hladiny IFN-γ mohou být ovlivněny modifikací/zesítněním kolagenu. IFN-γ 
je klíčovým regulátorem fagocytózy kolagenu makrofágy, jeho přítomnost v 
mikroprostředí kolagenních implantátů koreluje s přílivem neutrofilů, exprese neutrofily 
je známá během reakce na cizí kolagenní materiál. 
IL-10. Protizánětlivý cytokin, klíčový pro regulaci exprese degradačních enzymů 
(MMPs) a jejich inhibitorů TIMPs. (Lacraz et al., 1995; Sternlicht and Werb, 2001). IL-
10 je v reakci na cizorodý materiál produkován syncytii makrofágů a M2 makrofágy. 
IL-13. Cytokin klíčový v alergickém zánětu, úloha v reakci na cizí materiál spočívá v 
aktivaci makrofágů k formování gigantických buněk, tyto následně exprimují IL-10 a tím 
je potlačena enzymatická degradace kolagenu. 
 
3.2.1 Protokol pilotních imunizačních pokusů: 
Studie byly prováděny na myším modelu. Myším (BALB/c, samice, 8 týdnů) byl 
implantován podkožně lyofilizovaný bovinní (Bov)/kapří (Cyp) kolagen, cca 0,5 cm3, 1–
1,1 mg. 





- Implantace II (porovnání bovinního a kapřího kolagenu): 3 skupiny (K, BOV, CYP) – 7 
myší ve  skupině 
Subkutánní implantace na dorzální straně trupu, příprava operačního pole 2 dny před 
implantací pomocí krému (Weet), anestezie - 1,5% isofluran. Místo implantace označeno 
ligačním klipem (Small Titanium) při implantaci I, vnitřním stehem (Prolen 5-0, Ethicon) 
při implantaci II. (Obr. 5.) 
 
Obr. 5.: Gelita-Spon Standard, kolagenní hemostatická houbička z bovinního kolagenu 
 
Odběry byly provedeny u Implantace I a II: 3., 8., 10., 15., 22. a 29. den po implantaci. 
V den odběru usmrcena 1 myš z každé skupiny a odebrána tkáň z okolí implantátu k 
histologickému posouzení, slezinné buňky, ke stimulačním experimentům in vitro a 
sérum. 
Slezinné buňky inkubovány s různými stimulátory (PWM, LPS, gel Bov a gel Cyp – 
gely připraveny z kolagenu určenému k implantaci, 100ug/ml H2O). V supernatantech (po 
72 hodinové stimulaci buněk) a v séru byla následně sledována přítomnost vybraných 
cytokinů. 
 
3.2.2 Imunogenní vlastnosti kolagenu - výsledky implantace 
Observace pokusných zvířat: Myši po zákroku pravidelně kontrolovány, první čtyři dny 




tlak v místě implantace. 4. den 4 myši ze skupiny CYP, 2 ze skupiny BOV a 1 z kontrolní 
skupiny mírné známky zánětu v okolí rány (začervenalé okraje řezu, bez viditelného 
otoku). 8. den reakce v okolí rány u myší odeznívá, téměř není patrná. 10. den všechna 
zvířata bez známek reakce, rána zhojena, některá zvířata bez vnějších stehů. 
Obrázek 6-9 (Implantace I): Průměrná hladina cytokinů (pg/ml) v supernatantech in vitro 
stimulovaných splenocytů implantovaných (BOV) a kontrolních (K) skupin stanovená 
metodou ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Odběry 3., 8., 10., 22. A 29. den 
po implantaci. Kultury myších splenocytů byly inkubovány v obohaceném RPMI 1640 
mediu bez stimulátoru (K, negativní kontrola), s pokeweed mitogenem (PWM, pozitivní 
kontrola), s bovinním a kapřím gelem (gBOV, gCYP). Po hodinové inkubaci byly kultury 
odstředěny a supernatanty kultur byly použity ke stanovení koncentrace cytokinů. Nebyly 
zjištěny signifikantní rozdíly. 
 
Obr. 6 Průměrná hladina cytokinů (pg/ml) v supernatantech in vitro stimulovaných 


































Obr. 7 Průměrná hladina cytokinů (pg/ml) v supernatantech in vitro stimulovaných 





Obr. 8 Průměrná hladina cytokinů (pg/ml) v supernatantech in vitro stimulovaných 
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Obr. 9 Průměrná hladina cytokinů (pg/ml) v supernatantech in vitro stimulovaných 
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Obrázek 10 – 14 (Implantace II): Průměrná hladina cytokinů (pg/ml) v supernatantech in 
vitro stimulovaných splenocytů implantovaných (BOV a CYP) a kontrolních (K) skupin 
stanovená metodou ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Odběry 3., 8., 10., 22. 
A 29. den po implantaci. Kultury myších splenocytů byly inkubovány v obohaceném 
RPMI 1640 mediu bez stimulátoru (K, negativní kontrola), s pokeweed mitogenem a 
lipolysacharidem (PWM, LPS - pozitivní kontroly) a s bovinním a kapřím gelem (gel 
BOV, gel CYP). Po hodinové inkubaci byly kultury odstředěny a supernatanty kultur byly 
použity ke stanovení hladiny cytokinů. Nebyly zjištěny signifikantní rozdíly. 
 
 
Obr. 10 Průměrná hladina cytokinů (pg/ml) v supernatantech in vitro stimulovaných 








































Obr. 11 Průměrná hladina cytokinů  v supernatantech in vitro stimulovaných splenocytů  
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Obr. 13: Mírná stimulace kapřím a bovinním gelem ve skupině Cyp 29. den 
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Hladiny cytokinů v sérech a v supernatantech stimulovaných kultur splenocytů: 
Pro všechny sledované cytokiny platí, že nebyly prokázány významné rozdíly ve 
stimulaci myších splenocytů mezi skupinou s bovinním implantátem a kontrolní 
skupinou. Stimulace buněk gely z bovinních implantátů vedla ke zvýšení koncentrace 
IL-1β v supernatantech splenocytů v kontrolní i implantované skupině, ve skupině 
implantované byla stimulace významnější v důsledku mírné zánětlivé reakce. 
Zvýšená hladina proalergického IL-13 nebyla naměřena u žádné skupiny. 
3.2.3 Protokol následných imunizačních pokusů: 
Studie navazující na pilotní in vitro pokusy s bovinním kolagenem a na in vivo 
experimenty s bovinním i kapřím kolagenem. Cílem bylo sledovat lokální a systémovou 
imunitní reakci na implantaci bovinního a kapřího kolagenu na myším modelu. 
Zvířecí model 
Pro studii byly vybrány Balb/cOla inbrední myši, samice (AnLab, Česká republika). 
Osmitýdenní myši byly rozděleny do t ř í  skupin po 14 (kontrola - C, cévní implantát 
impregnovaný  bovinním kolagenem – BOV, cévní implantát impregnovaný kapřím 
kolagenem – CYP). 
Implantát 
Čtvereček (0.5 x 0.5 cm, cca 17 mg) z cévní protézy impregnované bovinním nebo kapřím 
kolagenem. 
Implantace, časový průběh pokusu 
Den před implantací: odstranění srsti na hřbetě zvířat (depilační krém Weet) 
Anestezie (1.5 % isofluran, inhalace), dezinfekce (Betadine) 
 
Bovinní a kapří implantáty umístěny do podkožní kapsy (skupiny BOV, CYP). Skupina 
C (kontrolní myši) absolvovala stejnou operační proceduru bez vložení implantátu. 





Po implantaci byly myši denně sledovány (změna chování, nechutenství, makroskopické 
známky zánětu v místě implantace). Sedmý a čtrnáctý den po implantaci byla polovina 
zvířat z každé skupiny usmrcena. K další analýze byly následně odebrány vzorky ze 
sleziny, tkáň z místa implantace a sérum. 
 
Imunologická analýza 
1. Koncentrace cytokinů v supernatantech 3 denních buněčných kultur (z myších 
mononukleárních leukocytů izolovaných ze slezin jednotlivých myší v pokusu) po 
stimulaci. ELISA (Duoset, RD Systems, USA) 
2. Blastická transformace myších splenocytů po stimulaci. 
3. Koncentrace cytokinů v sérech pokusných myší. ELISA (Duoset, RD Systems, USA) 




Vzhledem k tomu, že implantace biomateriálů často provokuje zánětlivou reakci, zaměřili 
jsme se na stanovení imunologických parametrů zánětu na zvířecím modelu. Zajímalo 
nás především srovnání imunologické reakce ve skupině myší s kapřím implantátem 
versus skupiny zvířat bez implantátu a s bovinním implantátem. V prvé řadě jsme 
sledovali systémovou odpověď (stanovení cytokinů: IL-Iβ, IL-4, IL-10, IL-13, TNF-α 
a IFN-γ, spojených s akutní zánětlivou odpovědí) a to v sérech a v supernatantech 
splenocytů (stanovení vybraných cytokinů poskytuje základní orientaci při posuzování 
reaktivity organismu na implantovaný materiál (Qingsong Ye. 2013, Song E. 2006, Pati 
F. 2012). Dále jsme testovali blastickou transformaci splenocytů z pokusných zvířat v 
jednotlivých skupinách, a to spontánní i po stimulaci vybranými stimulátory. 
V další analýze jsme se zaměřili na lokální odpověď ve tkáni z okolí implantátu (qPCR). 




markerů (TNF-α, IL-6, IL-10 a TGF-β) i některé chemokiny - MCP1(CCL2) a MIP1α 
(CCL3). 





Obr. 15: Průměrná hladina cytokinů (pg/ml) v séru experimentálních skupin (BOV, 
CYP) a kontrolní skupiny (SHAM) stanovená metodou ELISA (enzyme-linked 









Obr.16: Průměrná hladina cytokinů (pg/ml) v supernatantech in vitro stimulovaných 
splenocytů implantovaných (BOV, CYP) a kontrolních (SHAM) skupin stanovená 
metodou ELISA (enzyme- linked immunosorbent assay) 7 dnů (zelené sloupce) a 14 dnů 
(žluté sloupce) po implantaci. Kultury myších splenocytů byly inkubovány v obohaceném 
RPMI 1640 mediu bez stimulátoru (C, negativní kontrola), s pokeweed mitogenem 
(PWM, pozitivní kontrola), s bovinním a kapřím gelem (gBOV, gCYP) a s bovinním a 
kapřím implantátem (iBOV, iCYP). Po hodinové inkubaci byly kultury odstředěny a 







Obr. 17. Buněčná proliferace in vitro stimulovaných splenocytů implantovaných (BOV, 
CYP) a kontrolních (SHAM) skupin stanovená jako stimulační index 7 dnů (zelené 
sloupce) a 14 dnů (žluté sloupce) po implantaci. Kultury myších splenocytů byly 
inkubovány 48 hodin v obohaceném RPMI 1640 mediu bez stimulátoru (C, negativní 
kontrola), s pokeweed mitogenem (PWM, pozitivní kontrola), s bovinním a kapřím 
gelem (gBOV, gCYP) a s bovinním a kapřím implantátem (iBOV, iCYP). Poté přidán na 
18 hodin 3H-thymidine (37 kBq); inkorporace značeného thymidinu myšími lymfocyty 
byla měřena beta-counterem. Výsledek je vyjádřen jako stimulační index –poměr cpm 
(count per minute) stimulovaných buněk k negativní kontrole (C). Buněčná proliferace u 
skupiny CYP a stimulaci CYP gelem byla 14. den významně nižší ve srovnání se 
skupinou BOV stimulovanou BOV gelem (P=0,0031) nebo kontrolní skupinou 









Obr. 18: RNA (relativní množství, RQ) ve tkáni z mikroprostředí implantátu. Výsledek 
získán z normalizovaných dat genové exprese. RQ hodnoty vyjadřují rozdíl mezi mezi 
imlantovanými skupinami (BOV, CYP) a kontrolní skupinou (SHAM). Pro každou 
skupinu je RQ hodnota vyjádřena jako průměr±SD. Statistická analýza ukázala 
významný pokles CCL3 u CYP skupiny 14. den. 
 
Všechna zvířata po zákroku dobře prospívala a nejevila žádné známky dyskomfortu. 
Analýza vybraného cytokinového spektra v sérech a v supernatantech kultur metodou 
ELISA neukázala na žádné statisticky významné odchylky mezi skupinami myší. Hladiny 
cytokinů IL-Iβ, IL-13 a IFN-γ byly velmi nízké, mnoho vzorků se nacházelo pod 
detekčním limitem zvolené metody. Ve všech skupinách byla na základě této analýzy 
míra zánětlivé odpovědi velmi nízká, což svědčí o dobré toleranci obou implantátů u 
testovaných zvířat. 
Nicméně porovnáním výsledků v obou implantovaných skupinách byly zjištěny 
následující odchylky: hladiny IL-4, IL-10 and TNF- α v sérech myší s kapřími implantáty 
měly v čase klesající tendenci (14. den byly nižší než 7. den). U skupiny s bovinními 
implantáty tento pokles ve zvoleném časovém intervalu zaznamenán nebyl. 
Test blastické transformace splenocytů umožnil porovnat proliferační aktivitu buněk 
izolovaných ze slezin všech tří skupin myší. Kultury splenocytů byly in vitro stimulovány 
PWM (pozitivní kontrola), bovinním a kapřím kolagenem. Byly zaznamenány pouze 
statisticky málo významné rozdíly v aktivitě splenocytů všech tří skupin myší; mírně vyšší 
proliferační aktivitu vykazují stimulované i nestimulované splenocyty ze skupiny myší s 
bovinním implantátem. 
Kvantitativní analýza mRNA vzorků tkáně (qPCR) odráží reálnou lokální expresi 
vybraných cytokinů (TNF-α, IL-6, IL-10 a TGF-β, MCP1 a MIP1α). Nicméně ani na 
lokální úrovni nebyly zachyceny žádné významné rozdíly mezi skupinami. Statistická 
analýza ukázala významný pokles CCL3 u CYP skupiny den. 
3.2.5 Závěr 
Podkožní implantáty cévních protéz impregnované kapřím kolagenem jsou u myší dobře 
tolerovány, implantovaná zvířata vykazují pouze mírné známky zánětu, který do 14 dnů 




protizánětlivých vlastností kolagenních peptidů ryb (Subhan F et al, 2017), nicméně k 
průkazu protizánětlivého efektu kapřího kolagenu jsou třeba další detailnější studie. 
V rámci vývoje kolagenní hemostiptické pěny bylo rovněž formou vyšetření v externí 
akreditované laboratoři potvrzeno, že získaný rybí kolagen neobsahuje nepřípustné 
množství endotoxinu. 
4 Testování doby vstřebávání kolagenu 
4.1 Protokol pokusu 
Součástí práce bylo zjištění vstřebávání kolagenu a pro zjednodušení detekce 
implantovaného kolagenu jsme zvolili části kolagenní cévní protézy. Test spočíval v 
zašití části kolagenní protezy o velikosti 5x8 mm do podkoží hrudní stěny u 24 myší a po 
určitých časových intervalech 3., 10., 15. den, 3. a 6. měsíc byly myši usmrceny a oblast 
hrudní stěny myši s implantovanou částí kolagenní cévní protézy byla odeslána na 
histologické vyšetření. Byly použity části cévních protéz s kolagenem bovinním a 
porovnávali jsme dobu resorbce kolagenu s prototypy cévních protéz s rybím kolagenem 
třeboňského kapra typu 1 síťovaným 8 minut. Vždy na jednu stranu hrudní stěny (vpravo) 
byl implantován malý vzorek cévní protézy z rybího kolagenu typu 1 a na druhou stranu 














Obr. 20.: Implantace částí kolagenních cévních protéz na hřbet laboratorního potkana 
4.2 Mikroskopické nálezy – kolagenní matrice: 
Použitý materiál byl bovinní a rybí kolagen, který je na mikroskopické úrovni 
neodlišitelný (obr. 21). Nicméně kolagen je dobře detekovatelný standardními 
histopatologickými technikami (při použití barvení Srel (sirius red s elastikou), je 
pozitivní průkaz kolagenu jasně červený. 
 
Obr. 21.: Samostatně zpracované vzorky v experimentu použitých kolagenů; vlevo 




4.3 Mikroskopické nálezy implantovaných kolagenů: 
4.3.1 Skupina 1. Implantovaný bovinní a rybí kolagen, 3. den. 
 
Ložiska jsou v připravených „kapsách“, v jejich okolí je mírná zánětlivá a reparativní 
reakce, která je též u kontrol (obr. 22a, 22b). 
22a. Implantace rybího kolagenu; 3. den. Červeně ohraničené je ložisko s kolagenem, v 
okolí je mírná zánětlivá reakce. V levé části je kožní kryt s chlupy. Barvení HE s 
elastikou; zvětšení: objektiv 10x. 
22b. Implantace bovinního kolagenu; 3. den. Ve vzorku je tvořící se jizva (mezi šipkami) 
a nepatrné reziduum kolagenu s řídkým pojivem se zánětem v okolí (červeně nahoře 




Skupina 2. Implantovaný bovinní a rybí kolagen, 10. den. 
Ložiska jsou v připravených „kapsách“, v jejich okolí je mírná zánětlivá a reparativní 
reakce, je téměř plně vyvinutá kožní jizva. Zánětlivá reakce je mírná až střední, na 
materiál není obrovskobuněčná reakce (obr. 3). Část implantátů je v blízkosti jizvy a 
stehů, část se nedaří najít a velmi pravděpodobně řídkým pojivem cestují. 
23a. Implantace bovinního kolagenu; 10. den. Ve vzorku je tvořící se jizva (mezi 
šipkami) a ložisko kolagenu s řídkým pojivem se zánětem v okolí (červeně čárkovanou 










23b. Implantace bovinního kolagenu; 10. den. Vlevo stejné místo jako v předchozím, zde 
barveno Srel, kdy lépe vynikne jizva. Barvení Srel, zvětšení: objektiv 10x). 
23c. Vpravo v detailu kolagen z ložiska (Barvení Srel, zvětšení: objektiv 40x). 
 
Skupina 3. Implantovaný bovinní a rybí kolagen, 15. den. 
Ložiska a reakce na ně jsou prakticky stejná jako v předchozích vzorcích z 10. dne (obr. 
24, obr 25). Identifikace implantátů je i zde obtížná. 
 
24a. Implantace rybího kolagenu; 15. den. Červeně ohraničené je ložisko s kolagenem, 
v okolí je mírná zánětlivá reakce. V pravé části je kožní kryt s chlupy. Barvení HE s 





24b. Implantace rybího kolagenu; 15. den. Detail ložiska kolagenu. Barvení Srel; 
zvětšení objektiv 40x. 
 
25. Implantace bovinního kolagenu; 15. den. 
25a. Vlevo v centru je jizva a ve spodině řídké pojivo. 






Skupina 4. Implantovaný bovinní a rybí kolagen, 3. měsíc. 
Ložiska kolagenu se nedaří nalézt, a to i přes to že prokrájené byly celé dodané vzorky. 
Identifikované jsou kožní jizvy a stehy, které měly ložiska značit (obr. 26). Patrná zůstává 
pouze rozšířená vrstva řídkého pojiva. Nelze rozhodnout s jistotou, zda se kolagen 
vstřebal nebo zda se posunul na tolik, že nebyl při odebírání vzorku nalezen. 
 
 
26a. Vlevo: Implantace bovinního kolagenu; 3. měsíc. V centru je jizva a ve spodině 
řídké pojivo, kolagen neidentifikován. Barvení HE s elastikou; zvětšení: objektiv 10x. 
26b. Vpravo: Implantace rybího kolagenu; 3. měsíc. Ve vzorku jsou stehy v místě 
předpokládaného kolagenu. Navazuje řídké pojivo a vpravo kožní kryt. Kolagen 
neidentifikován. Barvení HE s elastikou; zvětšení: objektiv 10x. 
 
Skupina 5. Implantovaný bovinní a rybí kolagen, 6. měsíc. 
Ložiska kolagenu se nedaří nalézt, a to i přes to že prokrájené byly celé dodané vzorky 
(obr. 27). Rozvaha o důvodu je stejná jako v předchozí skupině 4, 3 měsíce po implantaci. 
U vzorků 3 a 6 měsíců po implantaci nemůžeme vyloučit, že došlo ke kompletní resorpci 





27. Implantace bovinního kolagenu; 6. měsíc.  27a. Vlevo je jizva, kolagen 
neidentifikován. Barvení HE s elastikou, zvětšení: objektiv: 10x.  27b. Vpravo stejné 
místo v barvení Srel, kde lépe vynikne vazivová jizva. 
4.4 Shrnutí testu resorbce kolagenu: 
Tento test vstřebávání prokázal, že ještě 15 dní po implantaci je patrný kolagen na 
implantované části cévní protézy, ale už ve fází odbourávání a ve 3 měsíci je kolagen již 
odbourán a zůstává v tkáni jen pletený scaffold což koreluje s výše uvedeným, že k 
odbourání většiny kolagenu dochází mezi 3-5 týdnem. Je velká škoda, že jsme do pokusu 
nezařadili histologické vyšetření v rozmezí 4-6 týdne po implantaci. K tomuto chybnému 
kroku došlo v důsledku úvahy vyššího stupně prosíťování protézy  s rybím kolagenem, 
kde jsme předpokládali delší dobu odbourávání, na což ukazovala i histologická vyšetření 
z 10. a 15. dne po implantaci kde, v okolí implantovaného vzorku byla jen mírná 
reparativní reakce a kolagen je odbourán minimálně. 
 
5 Ověření technologických možností výroby hemostatické pěny z 
rybího kolagenu sladkovodních ryb – kolagenové lyofilizáty 
s antibiotiky 
5.1 Návrh složení a přípravy kolagenových lyofilizátů s ATB 
V rámci předběžných testů kolagenových lyofilizátů sycených antibiotiky bylo připraveno 
a hodnoceno 17 typů materiálů, lišících se koncentrací kolagenové disperze (C1, C2), 
použitým antibiotikem, jmenovitě gentamicin (infuzní roztok 80mg/80ml, B Braun, 
Gentamicin sulfát, Sigma, GEN), vankomycin (Mylan, VAN) a dodaný nitrofurantoin 




kontrolní vzorky posloužily kolagenové lyofilizáty (C1 a C2) bez ATB a komerční produkt 
Garamycin Schwamm® (EUSA Pharma (UK) Limited). Vnitřní struktura vzorků byla 
hodnocena pomocí skenovací elektronové mikroskopie (SEM). Dále byla stanovena míra 
botnání a míra degradace během 24 a 48 hodinové expozice v deionizované vodě při 37 
°C a v 5% CO2 atmosféře simulující tělní prostředí. Médium bylo vybráno z důvodu 
zamezení nepřesností vlivem usazování nebo precipitace látek z médií jako PBS, DMEM 
apod. Míra degradace (D) byla stanovena, jako 𝐷=(𝑊0−𝑊𝑡)/𝑊0*100 [%], kde W0 je 
původní hmotnost vzorku, Wt je hmotnost suchého (lyofilizovaného) vzorku po loužení 
a míra botnání (Esw) jako 𝐸𝑠𝑤=(𝑊𝑠𝑤−𝑊0)/𝑊0*100 [%], kde W0 je původní hmotnost 
suchého vzorku, Wsw je hmotnost mokrého vzorku po loužení. 
 
C1 – GENTAMICIN (za použití dodaného fyz. roztoku s genta) KOL+FYZ. KOL/GEN 
 
Disperze kolagenu přímo s NaCl 
roztokem gentamicinu 1mg/1ml 
B.BRAUN 
B.BRAUN KOLAGEN GENTA DISPERZE KOMPOZIT 
[ml] [mg] [mg] [%hm] [%hm] 
32,5 125 32,5 0,383 68/32 
C1 - VANKO+NITRO KOL+H2O KOL/GEN 
 
Disperze kolagenu s demi vodou 
a přidaným ATB 
VODA KOLAGEN ATB DISPERZE KOMPOZIT 
[ml] [mg] [mg] [%hm] [%hm] 
32,5 125 100 0,383 55,6/44,4 
 
C2 – GENTAMICIN (za použití GENTA Sigma-Aldrich*) KOL+FYZ. KOL/GEN 
 
Disperze kolagenu s demi vodou a 
GENTA SIGMA 
VODA KOLAGEN GENTA DISPERZE KOMPOZIT 
[ml] [mg] [mg] [%hm] [%hm] 
16,25 125 32,5 0,763 68/32 
C2 - VANKO+NITRO KOL+H2O KOL/GEN 
 
Disperze kolagenu s demi vodou a 
přidaným ATB 
VODA KOLAGEN ATB DISPERZE KOMPOZIT 
[ml] [mg] [mg] [%hm] [%hm] 
16,25 125 100 0,763 55,6/44,4 








Obr. 28 Ukázka lyofilizátů s gentamicinem (GEN), vankomycinem (VAN) a 






Obr. 29 SEM snímky čtyř typů lyofilizátů s gentamicinem (použité koncentrace 






Obr. 30 SEM snímky čtyř typů lyofilizátů s vankomycinem (použité koncentrace 
kolagenové disperze jsou pro přehlednost zaokrouhleny na C1: 0,5% a C2: 1%), mag. 
100x. 
 
Obr. 31 SEM snímky čtyř typů lyofilizátů s nitrofurantoinem (použité koncentrace 







Obr. 32 SEM snímky čtyř typů lyofilizátů bez ATB (použité koncentrace kolagenové 
disperze jsou pro přehlednost zaokrouhleny na C1: 0,5% a C2: 1%), mag. 100x. 
 






Obr. 34 Míra botnání a hmotnostní úbytky analyzovaných materiálů (aritmetický 
průměr, SD, n=3). 
 
5.2 Podrobná analýza fyzikálních vlastností kolagenových 
lyofilizátů s antibiotiky 
V dalším kroku byla provedena podrobnější analýza míry botnání a degradace během 
prvních 12hod. expozice u vybraných materiálů – lyofilizátů s koncentrací C2, 
zamražených na -80 °C, se všemi typy ATB, jako kontrola posloužil vzorek kolagenu 
připravený z koncentrace C2 bez ATB a opět Garamycin. Oba parametry byly sledovány 
po 3, 6, 9 a 12 hodinách. Expozice byla provedena za stejných podmínek, tedy v 
deionizované vodě při 37 °C a v 5% CO2 atmosféře simulující tělní prostředí. Oproti 
minulému stanovení jsme v případě míry botnání provedli ještě přepočet, který zohledňuje 
míru degradace vzorků. Míra nasáknutí nebyla tedy stanovena k původní hmotnosti 
vzorku na začátku experimentu, ale byla vztažena ke hmotnosti suchého vzorku v dané 
periodě odběru, viz dále. 
 
Míra bobtnání nezohledňující degradaci (Esw) jako 𝐸𝑠𝑤=(𝑊𝑠𝑤−𝑊0)/𝑊0*100 [%], kde 
W0 je původní hmotnost suchého vzorku, Wsw je hmotnost mokrého vzorku po loužení. 
Míra botnání zohledňující degradaci (EswD) jako 𝐸𝑠𝑤D=(𝑊𝑠𝑤−𝑊D)/𝑊D*100 [%], 
kde WD je hmotnost suchého (lyofilizovaného) vzorku po loužení, Wsw je hmotnost 




𝐷=(𝑊0−𝑊𝑡)/𝑊0*100 [%], kde W0 je původní hmotnost vzorku, Wt je hmotnost suchého 
(lyofilizovaného) vzorku po loužení. 
 
Obr. 35 Míra botnání nezohledňující degradaci analyzovaných materiálů v 
intervalu 3-48 hodin. (aritmetický průměr, SD, n=3). 
 
Obr. 3 6  Míra botnání zohledňující degradaci analyzovaných materiálů v 
intervalu 3-48 hodin (aritmetický průměr, SD, n=3). 
 
 
Obr. 37 Hmotnostní úbytky analyzovaných materiálů v intervalu 3-48 hodin 




6 OPTIMALIZACE DOBY DEGRADACE 
KOLAGENOVÝCH LYOFILIZÁTŮ DODATEČNÝM 
ZESÍTĚNÍM 
Vzhledem k relativně rychlé degradaci připravených kolagenových lyofilizátů 
(koncentrace C2) byl postup přípravy dále modifikován zařazením dodatečného 
zesíťování kolagenové složky. K zesítění bylo použito chemických činidel N-(3-
dimethylaminopropyl)-N-ethylkarbodiimidu hydrochloridu (Sigma, EDC) a N-
hydroxysukcinimidu (Sigma, NHS). Po homogenizaci a zamrazení směsi na -80 °C (3 
hodiny) a lyofilizaci je stabilita tedy zvýšena máčením v roztoku 95 % hmotn. ethanolu 
a vody s EDC/NHS (4/1 hmotnostně) při teplotě 37 °C po dobu 1 (C2-80-EN1), 3 (C2-
80-EN3) nebo 6 hodin (C2-80-EN6). Na 1 g kolagenu připadá 1 g EDC. Po zesíťování 
kolagenové složky je kolagenní pěna promývána 0,1 M Na2HPO4 po dobu alespoň 2x45 
minut a dále promyta alespoň 30 minut v destilované vodě, zamražena na -30 °C (5 hodin) 
a lyofilizována. Míra zesítění byla analyzována stanovením míry botnání a degradace 
během 48 hodin expozice v deionizované vodě při 37 °C a v 5% CO2 atmosféře simulující 
tělní prostředí (n=6). Opět byl proveden přepočet, který zohledňuje míru degradace 
vzorků. Míra nasáknutí nebyla tedy stanovena k původní hmotnosti vzorku na začátku 
experimentu, ale byla vztažena ke hmotnosti suchého vzorku v dané periodě odběru. 
Dosažené hodnoty jsou níže srovnány se všemi doposud analyzovanými materiály – 
nezesíťovanými kolagenovými lyofilizáty a Garamycinem. 
 
 






Obr. 39 Míra botnání zohledňující degradaci analyzovaných materiálů v 
intervalu 3-48 hodin (aritmetický průměr, SD, n=3, n=6). 
 





Obr. 41 Hmotnostní úbytky analyzovaných materiálů v intervalu 3-48 hodin 






Obr. 42 Krabicové grafy hmotnostních úbytků a míry botnání zesítěných vzorků (n=6). 
 
Z výsledků vyplývá, že k zesítění dochází již po aplikaci síťovacího roztoku po dobu 
jedné hodiny. Z Obr. 40 a 41 je patrné snížení hmotnostních úbytků oproti nezesíťovaným 
materiálům po 48 hodinách v médiu (zejména srovnání se samotným kolagenem), z 
krabicového grafu hmotnostních úbytků (Obr. 42 vlevo) je pak patrný další rozdíl v 
hmotnostních úbytcích až po aplikaci šestihodinového procesu. Mezi 1 a 3 hodinami není 
statisticky významný rozdíl (p<0.05, Kruskal-Wallisův test vícenásobného porovnání s 
Bonferroniho korekcí). Za předpokladu, že vyšší míra zesítění snižuje botnání kolagenu, 
můžeme obdobně usuzovat, že k zesítění dochází už po aplikaci roztoku po dobu jedné 
hodiny (Obr. 38  a 39). Z krabicového grafu míry botnání (Obr. 42) je pak parný rozdíl až 
po aplikaci šestihodinové expozice (p<0.05, Kruskal-Wallisův test vícenásobného 
porovnání s Bonferroniho korekcí). Hodnoty míry botnání i hmotnostních úbytků 
stanovených po hodinové expozici vykazují relativně vyšší míru rozptylu, z čehož lze 
usuzovat na nižší homogenitu analyzovaných vzorků a pravděpodobně také na 
nedostatečně homogenní proces zesítění. Z dosažených výsledků lze tedy usuzovat, že 
optimální pro další přípravu bude aplikace tříhodinového procesu síťování. Ten bude 
nutné dále ještě verifikovat v delších časových intervalech a také v kombinaci s 
antibiotiky, aby byla rychlost degradace nastavena dle požadavků na finální aplikaci. 
 
7 OVĚŘOVÁNÍ DEPOTIZAČNÍCH VLASTNOSTÍ A 
UVOLŇOVÁNÍ ANTIBIOTIK ZE ZESÍŤOVAÉHO 
KOLAGENU 
 
















Pomocí výše uvedené metody byly připraveny houbičky s antibiotiky síťované pomocí 
karbodiimidu. V houbičkách byla přidána 3 antibiotika: nitrofurantoin, vankomycin, 
gentamicin. Pro kontrolní pokus byly použity houbičky s antibiotiky bez síťování a 
referenční přípravek Garamycin SCHWAMM®, který je charakterizován jako Léčivá 
hubka složená pouze z equinního kolagenu a gentamicinu, která obsahuje na plochu 10x10 
cm 130 mg gentamicinu. 
7.1 Diskové difusní testy s kolagenními houbičkami vyrobenými 
kolyofilizací s antibiotiky 
7.1.1 Metodika 
Pro zjištění efektivity houbiček jako nosiče antibiotik byly použity standardní 
mikrobiologické metody (diskové difuzní testy) s použitím vzorků houbiček kruhového 
tvaru o průměru 5 mm. Pro jednotlivé testy byly použity bakterie Pseudomonas 
aeruginosa (gentamicin), Staphylococcus aureus rezistentní na meticilin (MRSA – 
vancomycin), Escherichia coli (nitrofurantoin). Na Petriho misky byla standardním 
způsobem rozočkována souvislá vrstva bakterií, po 24 hodinách byly přiloženy disky o 
průměru 6 mm vystřižené z houbiček a po dalších 24 hodinách byla odečtena velikost 
inhibiční zóny (obr. 43.). 
 
Obr. 43 Petriho miska s nakultivovanou   Pseudomonas   aeruginosa   s přiloženými  
houbičkami s gentamicinem – vlevo nesíťovaná, vpravo síťovaná. 
 



















Obr. 44 Velikost inhibičních zón jednotlivých testovaných houbiček. 
 
Nitrofurantoin: velikost inhibičních zón je totožná, nehledě na síťování (P = 0,765), což 
je s největší pravděpodobností způsobeno velice nízkou rozpustností nitrofurantoinu ve 
vodném prostření. Z obou houbiček se tedy uvolňilo pouze malé množství z celkového 
množství antibiotika, aniž by se projevila retenční schopnost houbiček. Nitrofurantoin je 
z tohoto pohledu ideální lék, neboť k „depotizaci“ dochází vlivem jeho fyzikálních 
vlastností. 
Gentamicin: významný rozdíl (p < 0,0001) – síťované houbičky mají o cca 54 % menší 
inhibiční zóny. 
Vancomycin: významný rozdíl (p < 0,0001) – síťované houbičky mají o cca 20 % menší 
inhibiční zóny. 
 
7.1.3 Závěr (diskové difuzní testy): 
Inhibiční zóny síťovaného kolagenu byly znatelně menší (obr.44), což je dáno 
technologickým procesem výroby, kdy síťovadlo je přidáno do houbičky vytvořené 
kolyofilizací s antibiotikem a následně je velká část antibiotika vymyta při procesu 
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U nitrofurantoinu, který je velice málo rozpustný v hydrofilních rozpouštědlech k 
vymytí nedošlo. Velice malý variační koeficient (malé SD úsečky) naznačuje, že 
atb. jsou v houbičkách rovnoměrně rozptýlena. Jednalo se o první testy depotizace s 
dodanými houbičkami AV ČR. Na základě těchto výsledků byl upraven finální 
technologický postup „dvojí lyofilizace“. 
 
Pro následující pokusy byly vytvořeny síťované houbičky nejprve zesíťováním a 
lyofilizací, následnou impregnací gentamicinem/vankomycinem a poté opět 






8 PŘÍPRAVA FINÁLNÍCH KOLAGENOVÝCH 
LYOFILIZÁTŮ S ANTIBIOTIKY, METODA DVOJÍ 
LYOFILIZACE 
8.1 Gentamicin a vankomycin 
Na základě provedené optimalizace přípravy a degradace kolagenových lyofilizátů byly 
připravovány vzorky s antibiotiky pro biologické testování v podmínkách in vivo. 
Jmenovitě šlo o vzorky (Obr. 45) zesíťovaného kolagenu impregnovaného gentamicinem 
(C-GEN) a vankomycinem (C-VAN), dále nezesíťovaného kolagenu s gentamicinem 
(NC-GEN) a referenční vzorky zesíťovaného kolagenu bez antibiotik a komerčního 
produktu Garamycin Schwamm®. Vzorky byly sterilizovány pomocí gama záření 
(25kGy). Vzorky byly standardně podrobeny analýze vnitřní struktury pomocí 
elektronové mikroskopie, mikro-CT, dále byly analyzovány pomocí FTIR a jejich 
strukturní stabilita byla testována pomocí degradačních testů ve fyziologické prostředí při 
37 °C a řízené 5% CO2 atmosféře. (Pielesz A, 2014) 
 
 





Na Obr. 46 jsou uvedeny strukturní parametry všech analyzovaných materiálů. Mimo 
velikosti a distribuce pórů jsou zde uvedeny hodnoty otevřené porozity (OP) a plošné 
hustoty (OSD) stanovené jako poměr celkové plochy kolagenu k celkovému 
analyzovanému objemu. Z výsledků je patrné, že u všech typů připravovaných materiálů 
bylo dosaženo obdobné otevřené porozity. Velikost pórů se u jednotlivých materiálů 
statisticky významně lišila, přičemž nejnižší velikost vykazovaly vzorky s 
vankomycinem (42-108 µm, dolní - horní kvartil) a gentamicinem (42-120 µm), nejvyšší 
pak nesíťované vzorky s gentamicinem (54-150 µm). Vzhledem k překryvu rozptylů 
nejde v rozměrech pórů jednotlivých lyofilizátů o výrazný rozdíl. 
 
 
Obr. 46 Velikost pórů, otevřená porozita (OP) a plošná hustota (OSD) analyzovaných 
materiálů. Všechny hodnoty vykazují statisticky významné rozdíly (Kruskal-Wallis, 
Bonferroniho korekce, 0,05). 
 
 
Výsledky degradačních testů jsou shrnuty na Obr. 47. Nejvyšší míru degradace 
vykazovaly vzorky nezesíťovaného kolagenu s gentamicinem. Po čtyřech hodinách 
expozice v simulovaném tělním prostředí byl zjištěn úbytek hmotnosti přes 70%, přičemž 
po týdenní expozici zdegradovalo přibližně 85% původní hmotnosti vzorku. Průběh 
degradace vykazovaly obdobně oba zesíťované vzorky impregnované vankomycinem a 
gentamicinem. Ihned po čtyřech hodinách expozice dosahoval hmotnostní úbytek 20%. 




integrovaným ve vnitřní porézní struktuře lyofilizátu. Další průběh úbytku hmotnosti měl 
pomalejší trend a po týdenní expozici se zastavil shodně na hodnotě kolem 40%. Vliv 
vyplavování antibiotik na ztrátu hmotnosti impregnovaných vzorků lze doložit také na 
příkladu úbytků hmotnosti samotného zesíťovaného kolagenu, kde byla ztráta hmotnosti 
měřitelná teprve až po 24 hodinách testu, zatímco po týdnu vykazovaly vzorky shodně 
úbytek okolo zmíněných 40%. U druhého referenčního materiálu – komerčního produktu 
Garamycin®, měl průběh degradace jiný trend. Po čtyřech hodinách expozice byla ztráta 
hmotnosti také 20%, ale dále až do konce testu zůstala prakticky beze změny. Tento děj 
pravděpodobně souvisí také s rychlejším uvolněním antibiotika ihned v první fázi 








Míra nasákavosti (botnání), vyjádřená jako nárůst původní hmotnosti vzorku, během 





Obr. 48 Míra botnání vyjádřená jako procentní nárůst původní hmotnosti vzorku 
(medián, mezikvartilové rozpětí). 
8.2 Rifampicin  
Připravené kolagenové pěny s rifampicinem lze rozdělit do tří základních skupin, které 
se principiálně liší rozsahem porozity, specifickou velikostí povrchu a mechanickými 
vlastnostmi. Cílem různé přípravy a také inkorporace kolagenu v nanovlákenné formě je 
optimalizace doby degradace a řízené uvolňování antibiotik. První skupinou jsou pěny 
připravované z kolagenové disperze s různou koncentrací, jmenovitě 1%, 2% a 3% (Obr. 
49). Druhou skupinou jsou sendvičové konstrukty, které kombinují tuhé, málo porézní 
jádro a okrajové vrstvy s vyšší porozitou (viz Obr. 50). Sendvičové materiály jsou 
vytvářeny několikastupňovou přípravou, která obnáší přípravu tuhého zesíťovaného nebo 
nezesíťovaného jádra s nižší porozitou, které je ve druhém kroku prosycováno méně 
koncentrovanou disperzí kolagenu, opětovně zamrazováno a pouze lyofilizováno. Tento 
způsob přípravy umožní řízení postupné degradace pěn, která by měla zajistit variabilní 
míru uvolňování antibiotik z různě porézních vrstev při zachování dostatečné tuhosti a 







Obr. 49 SEM snímky kolagenových pěn připravovaných z různě koncentrovaných 




Obr. 50 Sendvičová kolagenová pěna s málo porézním jádrem, připraveným z 5 % 
hmotn. disperze kolagenu, a s vysoce porézními okrajovými částmi, připravenými z 1 % 
hmotn. disperze kolagenu. Zcela vpravo je snímek rozhraní přechodu mezi jádrem a 
okrajem. 
 
Třetí skupinou jsou kolagenové pěny kombinující mikro strukturovaný lyofilizát s 
několika vrstvami kolagenových nanovláken (Obr. 51). Obdobně jako v případě vytváření 




strukturované pěny jsou připravovány několikastupňovým procesem, kdy je v prvním 
kroku elektrostatickým zvlákňováním připravena nanostrukturovaná vrstva, která je v 
dalších krocích po zesítění prosycována kolagenovou disperzí, skládána do kompozitní 
formy, a po zamražení lyofilizována. Kombinace složek s různou specifickou velikostí 
povrchu umožní další způsob řízení degradace pěn a měla by zajistit variabilní míru 




Obr. 51 Nanostrukturovaná vysoce porézní kompozitní pěna připravená prosycením pěti 
nanovlákenných vrstev 1 % hmotn. disperzí kolagenu. Snímek uprostřed ilustruje 
přechod mezi vlákny a porézní strukturou pěny. Snímek zcela vpravo ukazuje detail 
prosycení nanovlákenné vrstvy disperzí. 
 
8.2.1 Optimalizace doby degradace 
 
Vzhledem k relativně rychlé degradaci kolagenních lyofilizátů byl postup přípravy všech 
typů pěn modifikován zařazením dodatečného zesíťování kolagenové složky. K zesítění 
bylo použito chemických činidel N-(3-dimethylaminopropyl)-N-ethylkarbodiimidu 
hydrochloridu (EDC) a N-hydroxysukcinimidu (NHS). Po homogenizaci a zamrazení 
směsi na -80 °C (3 hodiny) a lyofilizaci je stabilita tedy zvýšena máčením v roztoku 95 
% hmotn. ethanolu a vody s EDC/NHS (4/1 hmotnostně) při teplotě 37 °C. Na 1 g 
kolagenu připadá 1 g EDC. Po zesíťování kolagenové složky je pěna promývána 0,1 M 
Na2HPO4 po dobu alespoň 2x45 minut a dále promyta alespoň 30 minut v destilované 




stanovením míry botnání (nasákavosti) a degradace během expozice v simulovaných 
tělních prostředích. Takto byl ověřován stupeň zesítění pěn, které byly exponovány 
v síťovacím roztoku po dobu 1 až několika hodin. Dalším parametrem, který byl v rámci 
doby degradace analyzován, byla různá porozita kolagenových pěn. Jmenovitě se jednalo 
o koncentrační řadu kolagenové disperze 0,1 - 8 % hmotn. Obr. 52 ilustruje vliv kratších 




Obr. 52 Hmotnostní úbytky a nasákavost kolagenních pěn připravených z 1 % hmotn. 
disperze síťované po dobu 1, 3 a 6 hodin. Výsledky jsou porovnány s totožnou 
nezesíťovanou pěnou. Vybrané výsledky ilustrují razantní snížení degradace už při jedné 
hodině síťování, při zachování vysoké míry nasákavosti. 
 
8.2.2 Příprava sednvičových pěn 
Pro přípravu sendvičových pěn byly na základě předchozích analýz vybrány jádro 
připravované z 5 % hmotn. kolagenové disperze a vysoce porézní okrajové části 
připravované z disperze o koncentracích 0,1 - 1 % hmotn. s krokem 0,1 % hmotn. 






Obr. 53 Reprezentativní snímky sendvičových pěn s tuhým jádrem (5%hm. disperze) a 
vysoceporézními okrajovými částmi (shora 0,1%hm., 0,2%hm. a 0,3%hm. disperze). 
 
Postup jejich přípravy spočívá v několika fázích. Prvním krokem je příprava tuhého jádra 
(5 % hmotn., -80 °C), které je po lyofilizaci zesíťováno pomocí EDC/NHS 3 hodiny při 
37 °C a opětovně vymraženo mezi lisovacími deskami. Tvarově konzistentní jádro je ve 
druhé fázi prosycováno disperzí kolagenu o konkrétní koncentraci. Po dostatečném 
prosycení ve vakuu a fixaci jádra jsou vzorky zamraženy (-80 °C) a lyofilizovány. 
Následuje zesíťování (EDC/NHS, 3 hodiny, 37 °C) a lyofilizace. 
 
Právě doba a způsob prosycení je pro kvalitu těchto konstrukcí zásadní. Při 
nedostatečném prosycení může docházet k delaminaci jednotlivých vrstev (Obr. 54). 
Obdobně při prosycení disperzemi s vyššími koncentracemi dochází ke ztrátě porozity 
tuhého jádra, což může negativně ovlivňovat kinetiku uvolňování antibiotik stejně tak, 
jako požadované mechanické vlastnosti. Nevhodný způsob prosycení tuhého jádra 
ilustruje SEM snímek na Obr. 54 vlevo, kde šipky označují části, ve kterých došlo 
k delaminaci jednotlivých vrstev, v tomto případě šlo o okrajové vrstvy o koncentraci 
disperze 0,2 % hmotn. Pokud aplikujeme stejně koncentrovanou disperzi temperovanou 
na 37°C pod vakuem, dojde k vhodnému prosycení okrajových vrstev tuhého jádra a 






Obr. 54 Ukázka nevhodné impregnace tuhého jádra kolagenovou disperzí o koncentraci 
0,2%hm. (vlevo, zvětšeno 50x) a ukázka optimalizované impregnace (vpravo, zvětšeno 
200x), kde zelená šipka označuje homogenní rozhraní obou různě porézních vrstev. 
8.2.3 Příprava kolagenových vláken  
 
Pro přípravu kolagenových nanovláken bylo potřeba optimalizovat proces 
elektrostatického zvlákňování (obr 55), zejména pak zvlákňovací roztok. Postup přípravy 
kolagenového roztoku pro elektrostatické zvlákňování vychází z našich zkušeností 
s přirozenými rozpouštědlovými systémy na bázi solí, vody a alkoholů, které minimálně 
poškozují nativní strukturu kolagenu. Základem pro roztok je lyofilizovaný kolagen typu 
I izolovaný opět z kůže třeboňského kapra, získaný pomocí předextrakce ve fosfátovém 
a citrátovém pufru a izolace v 0,5M CH3COOH. [Bell E, et al., 1979] 
 
Obr. 55 Ukázka optimalizace procesu zvlákňování kolagenu. SEM snímky (zvětšení 
20 000x) vláken připravených z roztoků o koncentraci 3%hm. (horní řádek) a 9%hm. 




Základním roztokem pro zvlákňování je 3-16 % hmotn. roztok takto izolovaného 
kolagenu, který je smísen s fosfátovým pufrem a ethanolem, které jsou v objemovém 
poměru 1:1. Roztok byl dále optimalizován pro dosažení homogenních nanovlákenných 
vrstev, a to zejména změnou jeho koncentrace v rozmezí 3-16 % hmotn. Dalším 
testovaným postupem byla aplikace pomocného polymeru, konkrétně polyethylen oxidu 
(PEO) s různými molekulovými hmotnostmi.  PEO byl do roztoku přidáván v poměru 5-
10 % hmotn. na hmotnost kolagenu.  
Důležitou etapou přípravy zvlákňovaných vrstev byl návrh způsobu jejich síťování pro 
zvýšení stability v tělním prostředí. Cílem těchto prací bylo sledovat sítění vzorků 
z kolagenové nanovrstvy systémem EDC/NHS, při dávkování EDC 5/8 g na 1 g 
kolagenové nanovrstvy, s poměrem EDC:NHS (4:1 molárně) ve srovnání se sítěním 
referenční nanovrstvy z komerčního kolagenu (telecí kůže, VUP Medical, Brno) za 
laboratorní teploty. Sítění probíhalo na vzorcích v 60 plastových uzavíratelných miskách 
o objemu 20ml. Vzorky byly odebírány v časech 60, 120, 180, 240, 360 a 1440 minut. Po 
každém odběru byly vzorky stabilizovány v roztoku hydrofosforečnanu a dány 
k lyofilizaci. Lyofilizované zesítěné vzorky byly převáženy a stanoveny hmotnostní 
změny a provedena kontrola pomocí elektronové mikroskopie (SEM) se zaměřením na 
zachování nanovlákenné struktury. Dalším krokem experimentu bylo zjištění stability 
síťovaných vzorků nanovrstev, resp. stupně zesítění, expozicí v demi vodě při teplotě 
37°C po dobu 70 hodin s následnou lyofilizací a stanovením hmotnostních změn, 
vyjadřujícími stupeň zesítění a kontrolou SEM. Reprezentativní snímky vrstev 






Obr. 56 Ukázka nanovlákenných vrstev elektrostaticky zvlákňovaných z roztoků 
kolagenu VUP Medical (vlevo, zvětšení 10 000x) a kolagenu izolovaného z rybí kůže 
(vpravo, zvětšení 5 000x). 
 
Vrstvy zvlákňované z roztoku kolagenu izolovaného z rybí kůže často obsahovaly 
vlákennou strukturu, která byla z velké části zřejmě překrytá další vrstvou, ve které jsou 
vlákna propojena do strukturované nanovrstvy kompaktního materiálu. Ten může být 
tvořený rozpustnými nízkomolekulárními frakcemi kolagenu, které se nepodařilo 
zvláknit, nebo tukovými částicemi, anebo naopak vrstvou vláken, která se vlivem 
zpomalené síťovací reakce mohla vrátit do výchozího stavu. Viz viditelně vystupující 
vlákenná struktura na povrch (Obr. 56). Z prováděných experimentů vyplývá, že síťování 
vzorků z rybího kolagenu za podmínek 21°C proběhlo při kratších časových expozicích 
pouze do nízkého stupně. Teprve vzorky, které byly síťovány 360 a 1440 min. byly 






Obr. 57 Ukázka nanovlákenných vrstev elektrostaticky zvlákňovaných z roztoků rybího 
kolagenu po dobu 360 minut (vlevo, zvětšení 5 000x) a 1440 minut (vpravo, zvětšení 
10 000x). 
 
Při následné expozici zesíťovaných kolagenových nanovrstev v demi vodě však dochází 
ke ztrátě nanovlákenné struktury. Výsledky těchto experimentů prokázaly, že síťovací 
reakce probíhá podstatně pomaleji a jelikož síťovací medium obsahuje vodu, byť ne ve 
velkém množství, je umožněno difuzním procesem media do kolagenové vrstvy 
destruovat vlákennou strukturu ještě nestabilizovaného kolagenu (Obr. 58).  
    
Obr. 58 Ukázka nanovlákenných vrstev z roztoků rybího kolagenu zesíťovaných po dobu 
360 minut (vlevo, zvětšení 5 000x) a 1440 minut (vpravo, zvětšení 10 000x) po expozici 





Nižší teplota síťování (21 °C) byla pro rybí kolagen zvolena z důvodů zamezení možné 
denaturace kolagenu vlivem vyšší teploty. Provedené experimenty však prokázaly, že 
nižší teplota není pro síťovací reakci dostatečná a také, že k destrukci vlákenné struktury 
je náchylnější vlákenná struktura rybího kolagenu než kolagenu telecího (VUP Medical). 
Vzhledem k tomu, že obsah pro reakci funkčních skupin COOH a NH2 je dle analýzy 
rybího a telecího kolagenu z pohledu mol.% (AMK) obdobný (kyselina asparagová: ryba 
5,34 - tele 5,3; kyselina glutamová: ryba 7,76 - tele 8,38; lysin: ryba 3,01 - tele 3,07), 
hlavní rozdíl mezi oběma sledovanými nanovrstvami bude z hlediska jejich složení 
pravděpodobně v podstatně vyšším obsahu tuků, zbytků proteoglykanů, glykosaminů a 
glukosaminů v konkrétním rybím kolagenu než v telecím. Tyto látky vzhledem ke svým 
fyzikálním vlastnostem určitě ovlivňuji průběh síťování. Jejich selektivní separace je 
komplikovaná. Tuky lze odstranit poměrně jednoduše extrakcí v rozpouštědlech, ale již 
při této operaci není jisté, zda rozpouštědlo nedenaturuje kolagenový podíl. V rámci 
experimentu byla tedy dále provedena extrakce vzorků obou vrstev v dichlormetanu 
(extrakce tuků) a stanoveno, že rybí nanovrstva obsahuje téměř 16 % hmotn. tuků, 
zatímco v telecí nanovrstvě  nebyl nalezen žádný tuk, resp. látka rozpouštějící se v tomto 
rozpouštědle. Právě tuky mohou, zvláště z počátku reakce blokovat reaktivní skupiny 
COO- v karboxylových skupinách a nakonec i  v následné  fázi –NH2 skupinu v lysinu. 
Na závěr lze shrnout, že příčinou dosažení nízkého stupně zesítění u rybí nanovrstvy je 
nížší teplota expozice, jejímž důsledkem je zpomalení síťovací reakce, a dále zřejmě i 
nižší koncentrace AMK v nanovrstvě v důsledku vyššího obsahu nekolagenních zbytků. 
Zpomalením fixace polypetidických řetězců příčnými vazbami dochází k devastaci 
nanovláken síťovacím mediem obsahujícím vodu. Přítomnost vody je však důležitá, aby 
síťovací reakce systému EDC/NHS kvantitativně probíhala.  
8.3 VLIV STAVBY PĚN NA UVOLŇOVÁNÍ ANTIBIOTIK A DEGRADACI 
Pro ověření antibiotické účinnosti byly dále prováděny experimenty s navázáním různých 
druhů antibiotik na kolagenové pěny, jmenovitě za použití gentamicinu, vankomycinu a 
rifampicinu aplikovaných impregnací z roztoků na bázi alkoholů. Po impregnaci a 
opětovné lyofilizaci byly pěny charakterizovány pomocí infračervené spektroskopie, 
obrazové analýzy a jejich vnitřní struktura byla také analyzována pomocí mikro-CT 
(hodnocenými parametry byly otevřená a uzavřená porozita, velikost pórů). (Jiřík M, et 







Obr. 59 Ukázka kolagenových pěn po impregnaci gentamicinem (vlevo a uprostřed) a 
vankomycinem. 
 
Kinetiku uvolňování antibiotik navržených pěn, podobně jako rychlost jejich degradace, 
lze programovat dobou zesítění kolagenové složky ale také velmi efektivně volbou 
konstrukce (pěna, sendvič, kompozit) a objemovým zastoupením jejich jednotlivých 
složek (tuhé jádro a porézní okraj, množství nanovlákenných vrstev). Kombinace 
jednotlivých složek, které jsou mikro nebo nano strukturované, zásadně ovlivňuje míru 
nasákavosti pěn. Množství tekutiny, kterou pěna dokáže pojmout, stejně jako její různá 
permeabilita pak ovlivňuje kinetiku uvolňování antibiotik. Jednoduché srovnání 
nasákavosti dvou kolagenových forem, je znázorněno na Obr. 60. Různá výsledná 
kinetika uvolňování antibiotik, jmenovitě aktivní formy vankomycinu, je pak ilustrována 
na Obr. 61. Impregnovaná pěna (lyofilizát) vykazuje pozvolné uvolňování antibiotik. 
Pokud se stejný materiál, tedy kolagen v roztoku s antibiotiky přímo zvlákní, potom takto 
připravený materiál díky svému velkému specifickému povrchu, vykazuje násobně vyšší 
uvolňování antibiotik s pomalejším nástupem. Pokud je nanovlákenný materiál po 




koncentrací antibiotik s dlouhodobým účinkem nad minimální inhibiční koncentrací. 
Díky kombinaci těchto jednotlivých složek je možné nastavit, neboli naprogramovat 
způsob a míru působení antibiotik.  
 
Obr. 60 Ukázka různé míry nasákavosti kolagenové pěny připravené z 8 % hmotn. 
disperze (lyofilizát) a elektrostaticky zvlákněné kolagenové vrstvy tvořené nanovlákny. 
 
 
Obr. 61 Ukázka kinetiky uvolňování aktivní formy vankomycinu z kolagenového 
materiálu připraveného jako pěna (LYOFILIZÁT) nebo jako nanovlákna (SPIN) a 





9 OVĚŘOVÁNÍ DEPOTIZAČNÍCH VLASTNOSTÍ A 
UVOLŇOVÁNÍ ANTIBIOTIK ZE ZESÍŤOVAÉHO 
KOLAGENU PŘIPRAVENÉHO METODOU DVOJÍ 
LYOFILIZACE – IN VITRO EXPERIMENTY 
 
Pro finální testování depotizace a in vivo pokusy byly zvoleny houbičky s gentamicinem 
a vankomycinem, vzhledem k omezenému spektru účinku nitrofurantoinu na běžné 
patogeny pooperačních ran. 
 
9.1 Testy s finálními produkty hemostatických kolagenních pěn z 
rybího kolagenu s depotizovaným gentamicinem 
 
Byly použity zesíťované (CLCS) a nezesíťované (nCLCS) kolagenní houbičky sycené 
gentamicinem. Síťované houbičky byly vyrobeny metodou „dvojí lyofilizace“, která 
spočívá v zesítění kolagenu karbodiimidem a lyofilizaci a následné impregnaci vzniklého 
produktu roztokem antibiotika a opětovné lyofilizaci. Na plochu 4x4 cm bylo použito 21 
mg gentamicinu, výsledná koncentrace na plochu však byla vyšší vlivem mírného sražení 
kolagenních houbiček vlivem lyofilizace. Pro kontrolní pokus byl použit referenční 
produkt Garamycin SCHWAMM®, který byl popsán výše. 
 
 
9.1.1 Diskové difusní testy s kolagenními houbičkami vyrobenými 
kolyofilisací s gentamicinem: 
 
Metodika: 
Pro zjištění efektivity houbiček jako nosiče antibiotik byly použity standardní 
mikrobiologické metody (diskové difuzní testy) s bakterií Pseudomonas aeruginosa 





Na Petriho misky byla standardním způsobem rozočkována souvislá vrstva bakterií, po 
24 hodinách byly přiloženy disky o průměru 6 mm vystřižené z houbiček a po dalších 24 
hodinách byla odečtena velikost inhibiční zóny. Bylo odebráno 5 vzorků z různých míst 





Obr. 62 Srovnání inhibičních zón u houbiček ze zesíťovaného kolagenu (CLSC), 
nezesíťovaného kolagenu (nCLCS) a u Garamycinu® (RCP). 
 
Na obrázku 62 je vidět velice podobné rozměry inhibičních zón pro referenční produkt 
(RCP), síťované (CLCS) a nesíťované (nCLCS) houbičky AV ČR. 
Závěr (diskové difuzní testy): 
Výsledky diskových difuzních testů (obr. 43 a 44) ukazují ve všech případech velké 
inhibiční zóny. Rozdíly mezi jednotlivými testovanými vzorky byly sice statisticky 
signifikantní, nicméně malé a vs. klinicky nevýznamné. Použité testy pouze potvrzují, že 
gentamicin se z houbiček uvolňuje v efektivním baktericidním množství, nejsou však 





9.1.2 Uvolňování gentamicinu v čase 
Nezesíťovaný kolagen nebyl dále testován pro své horší mechanické vlastnosti, které by 
bránily klinickému využití (vysoká rozpustnost a nízká stabilita houbiček ve vodném 
prostředí  – vzorek NC- GEN, při laboratorní práci se výsledky potvrdily, kolagenní pěna 
se v průběhu pokusů rozpouštěla). Bylo odebráno celkem 5 vzorků 1x2 cm ze tří různých 
síťovaných houbiček (3 kousky z jedné zesíťované houbičky a dva z dalších dvou 
houbiček) a 4 kousky z referenčního produktu Garamycin Schwamm (viz obrázek č. 1). 
Uvedený výběr vzorků umožnil testovat stejnoměrnost jak mezi houbičkami, tak 
rovnoměrnost obsahu gentamicinu v jedné houbičce. 
Metodika: 
 
1. Vzorky byly ponořeny ve zkumavkách do 10 mL PBS a inkubovány na třepačce při 37°C. 
2. Po 20, 40, 60, 120 a 240 min. byly vzorky opakovaně přeneseny do nového PBS a 
inkubovány. 
3. Obsah gentamicinu v roztocích, do kterých se louhoval z houbiček, byl stanoven 
nefelometricky imunochemickou metodou (Beckman Coulter, Indianapolis, IN, USA) v 
biochemické laboratoři ULBLD VFN. 
Výsledky: 
 






Ze zesíťovaných houbiček AV ČR (CLCS) bylo 90 % gentamicinu vyplaveno v prvních 
40 minutách, zatímco z komerčního produktu (Garamycin®) bylo uvolněno v prvních 40 
minutách cca 50 % gentamicinu a následně dalších 50 % za cca 200 minut (obr. 63). 
Závěr (testy depotizace a uvolňování gentamicinu): 
Z kolagenu (CLCS) došlo k uvolnění gentamicinu o něco rychleji, než z přípravku 
Garamycin®. Tento rozdíl v depotizaci gentamicinu je s největší pravděpodobností 
klinicky nevýznamný. Depotizační schopnosti síťovaného i nesíťovaného kolagenu pro 
malé molekuly léčiv jsou zanedbatelné a pro klinické využití kolagenních houbiček jako 
krytí ran jsou klinicky nepodstatné. V současnosti jediný komerční produkt využívající 
kombinaci kolagenu a gentamicinu (Garamycin SCHWAMM®) vykazuje minimální 
depotizaci. 
Kolagenní houbička má sloužit pro rychlé dosažení lokální koncentrace gentamicinu v 
ráně, která bude mnohokrát přesahovat MIC patogenu a následně po vymytí gentamicinu 
z rány (v závislosti na prokrvení) se uplatní postantibiotický efekt aminoglykosidu. 
 
9.2 Testy s finálními produkty hemostatických kolagenních pěn z 
rybího kolagenu s depotizovaným vankomycinem 
 
Houbičky byly připraveny výše popsanou metodou „dvojí lyofilizace“. Na 125 mg 
kolagenu lyofilizované houbičky bylo použito 100 mg vankomycinu s tím, že průměrná 
hmotnost impregnovaných houbiček byla přibližně 150 mg a průměrná plocha 16 cm2. V 
každé houbičce s touto plochou a hmotností je tedy 120 mg vankomycinu. 
9.3 Diskové difusní testy s kolagenními houbičkami vyrobenými 
kolyofilizací s vankomycinem 
 
Pro zjištění efektivity houbiček jako nosiče antibiotik byly použity standardní 
mikrobiologické metody (diskové difuzní testy). Byly použity bakterie Staphylococcus 
aureus rezistentní k meticilinu (MRSA). Na Petriho misky byla standardním způsobem 




mm vystřižené z houbiček a po dalších 24 hodinách byla odečtena velikost inhibiční 
zóny. Bylo odebráno 6 disků s průměrem 6 mm. 3x ze tří různých houbiček a 3x z jedné 
houbičky (střed, okraj prostředek a okraj u rohu) – viz obr. 64. Jako kontrola byly použity 
standardní disky pro testování citlivosti na vankomycin. 
 
Obr. 64 Naznačení odběrů disků, které byly použity pro diskové difuzní testy. 












Obr. 65 Srovnání inhibičních zón u houbiček ze zesíťovaného kolagenu + vankomycin 
























Inhibiční zóny byly o něco větší, než u standardních disků s vankomycinem (obr. 65), což 
potvrzuje, že  se vankomycin z houbiček uvolňuje v dostatečném baktericidním množství. 
Malý rozptyl velikostí inhibičních zón (malé SD křivky) potvrzuje, že jak mezi 
houbičkami, tak mezi jednotlivými místy u jedné houbičky je obsah vankomycinu 
podobný. 
Závěr (diskové difuzní testy): 
Vankomycin se z houbiček uvolňuje a působí baktericidně. Obsah vankomycinu v 
houbičkách je rovnoměrný. 
 
9.3.1 Uvolňování vankomycinu v čase 
 
Byly odebrány vzorky ze dvou houbiček (viz obr. 66):  
 
Obr 66 Odběry vzorků z houbiček s vankomycinem (z každé houbičky byl odebrán 
vzorek z okraje a ze středu). Místa odběrů jsou vyznačena červeným obdélníkem. 
 
Metodika: 
10 mL PBS bylo inkubováno na třepačce při 37°C. Vzorky byly opakovaně přeneseny do 
nového PBS a opětovně inkubovány. Přenesení do nového média proběhlo v čase 30, 60, 
120, 180, 240, 330, 480 min a 24 hodin, poslední výměna byla za 7 dní (6 dní od poslední 
výměny za 24 hodin).Ve výluzích byla nefelometricky imunochemickou metodou 























Obr. 67 Uvolňování vankomycinu – rozdíly mezi houbičkami. 
Byl zaznamenán mírný rozdíl v obsahu vankomycinu mezi houbičkami (obr. 67). V 
případě převedení do klinické praxe je třeba pečlivě standardizovat výrobní postup a 
charakterizovat obsah vankomycinu v houbičkách. Po sedmi dnech (nejdelší provedený 
pokus) byly vzorky kompaktní, podobně jako vzorky výše testovaného Garamycinu®, což 
je dobrý předpoklad pro použití v klinické praxi (obr. 68): 
Obr. 68 Vzorek houbičky s vankomycinem 1 x 2 cm, který se louhoval 7 dní v PBS při 
37° C. 
 
Závěr (testy depotizace a uvolňování vankomycinu): 
Byl vytvořen produkt, který efektivně uvolňuje baktericidní koncentrace vankomycinu v 






























nevýhodou pro klinické použití, neboť dostupné již používané kolagenní produkty s 
antibiotiky (Garamycin®) rovněž antibiotika nedepotizují. Produkt má výbornou stabilitu 
v in vitro testech, nedochází k rozpouštění zesíťovaného kolagenu, což propůjčuje 
produktu dobré vlastnosti pro využití v klinické praxi. Ve srovnání s houbičkami s 
gentamicinem, kde se uvolnilo za 20 min 80 % antibiotika je vankomycin lépe vázán. Za 
30 min se uvolní cca 40 %, do osmi hodin cca 65-75%. Tomu by měly být přizpůsobeny 
i odběry krve potkanů při in vivo zkouškách. 
9.4 Testy s finálními produkty hemostatických kolagenních pěn z 
rybího kolagenu s depotizovaným rifampicinem 
Pro ověření mikrobiologické účinnosti rifampicinu vázaného v houbičkách byly 
provedeny diskové difuzní testy podle výše popsané metodiky. Mikrobiologická odpověď 
byla testována standardní metodou diskového difuzního testu proti komerčně 
dodávanému disku s rifampicinem. Testovaný kmen byl Staphylococcus aureus CNCTC 
6271 (MRSA), suspenze 0,5 McF. Byly testovány homogenní kolagenní pěny a 
sendvičová struktura s porézními vrstvami na povrchu a denzní vrstvou uvnitř. 
9.4.1 Diskové difusní testy s kolagenními houbičkami vyrobenými 
kolyofilizací s rifampicinem: 
Průměrná hodnota velikosti inhibičních zón standardních disků byla 34.89 ± 0.7349 mm. 
U testovaných disků houbiček z homogenní kolagenní pěny byla průměrná hodnota 
velikosti inhibičních zón 38.89 ± 0.8889 mm (viz obr. 69). Výsledek byl statisticky 
signifikantní (p = 0,0032). Porovnání inhibičních zón standardu a testovaných disků 
jednotlivých houbiček sendvičové struktury je uvedeno na obr. 65. Průměrná hodnota 
velikosti inhibičních zón standardu je 32.00 ± 0.5528 mm. U testovaných disků 
z houbiček sendvičové struktury byla průměrná hodnota velikosti inhibičních zón 
37.00 ± 0.4082 mm (obr 70). Výsledek byl statisticky signifikantní (p < 0,0001). Těmito 
testy bylo mj. ověřeno, že po zpracování kolagenních houbiček zesítěním, impregnací 
rifampicinem a lyofilizací s následnou sterilizací gama zářením byl v houbičkách 








Obr. 69 Porovnání inhibičních zón disků z houbiček z homogenní kolagenní pěny a 
standardu (p = 0,0032). 
 
 
Obr. 70 Porovnání inhibičních zón disků z houbiček ze sendvičové kolagenní pěny a 









V literatuře byla popsána omezená stabilita rifampicinu při 37°C (Pearson SD, Trissel 
LA,  1993). Na druhé straně bylo prokázáno, že rifampicin aplikován lokálně do rány při 
operaci hernie efektivně snižoval výskyt pooperačních infekčních komplikací 
(Kahramanca S, et al., 2013).  Pro ověření stability rifampicinu při fyziologických 
podmínkách byl proveden experiment, kdy byl vytvořen roztok rifampicinu v PBS 
(phosphate buffered saline) a následně sledován pokles koncentrace v tomto roztoku, 
který byl inkubován při 37 °C. Pro testy stability byly vytvořeny roztoky rifampicinu 
v PBS o koncentracích 600 µg/mL, 60 µg/mL a 6 µg/mL. Tyto roztoky byly inkubovány 
v temnotě při 37 °C. V časech 0, 4 a 24 hodin a 2, 6 a 7 dní byly odebírány vzorky na 
stanovení koncentrace rifampicinu. Postup degradace rifampicinu (procentuální úbytek 




Obr. 71 degradace rifampicinu (procentuální úbytek z původní koncentrace). Byly 
testovány 3 výchozí koncentrace (600 µg/mL, 60 µg/mL a 6 µg/mL). Procentuální 




Koncentrace/čas 0 4 h 24 h 2 dny 6 dní 7 dní 




60 µg/mL 0.0 15.6 31.9 42.0 58.5 61.9 
6 µg/mL 0.0 13.3 25.7 31.7 83.6 88.5 
Tabulka 2 Procentuální úbytek koncentrace rifampicinu v roztoku PBS při inkubaci 
v 37 °C v čase. 
 
Přestože je rifampicin zkoumán jako antibiotikum potenciálně snižující výskyt infekcí 
v operačních ránách (Kahramanca S, et al., 2013), jeho stabilita ve fyziologických 
podmínkách (roztok v PBS, 37°C, temnota) je poměrně nízká (Tabulka 2). Za 4 hodiny 
se rozpadá až 15 % rifampicinu, za dva dny 20-40 % a za 7 dní 40-90 %. To odpovídá í 
dříve prováděným stabilitním studiím  (Pearson SD, Trissel LA,  1993). Je třeba počítat 
s touto omezenou stabilitou při vytváření kolagenního krytí pro pooperační rány – nemá 
smysl zpomalovat uvolňování na více, než cca 2 dny. 
9.4.3 IN VITRO UVOLŇOVÁNÍ RIFAMPICINU Z HOUBIČEK 
Za účelem zjištění kinetiky uvolňování rifampicinu byly ze tří houbiček homogenní 
kolagenní pěny a ze tří houbiček sandwichové struktury získány vzorky o velikosti 
2x1 cm. Z každé houbičky byly získány 2 vzorky a to z okraje a ze středu. Tyto vzorky 
byly opakovaně přenášeny do 20 mL PBS a inkubovány na třepačce při 37 °C. Přenesení 
do nového média bylo uskutečněno v časových intervalech 15, 30, 60, 120, 180, 240, 360 
min a 24 hodin, poslední vzorek byl odebrán za 8 dní (7 dní od výměny za 24 hodin). 
Vzorky byly uchovány při -80 °C a následně analyzovány pomocí HPLC zavedené na 
Katedře analytické chemie Přírodověděcké fakulty UK speciálně za účelem tohoto 
projektu.  
 
Homogenní kolagenní houbičky s rifampicinem. Množství uvolněného rifampicinu bylo 
značně variabilní a obsah rifampicinu je závislý na váze vzorku, která neodpovídá jeho 
ploše (váha, nikoliv plocha vzorku koreluje s obsahem rifampicinu). V plánovaných in 
vivo pokusech s implantací houbičky potkanům do podkoží tedy nelze aplikovat dávku 
odměřenou podle plochy houbičky, je třeba postupovat gravimetricky. Pro p. o. podání 
rifampicinu potkanům byla v literatuře nejčastěji použita dávka 25 mg/kg 2x denně 
(Brinkman CL, et al., 2015, Vergidis P, et al 2015). Bylo zjištěno, že 100 mg houbičky 
z homogenní kolagenní pěny obsahuje 30,5 mg rifampicinu. Pro dávkování 25 mg/kg byl 





Sendvičové kolagenní houbičky s rifampicinem. Obsah rifampicinu v jednotlivých 
vzorcích byl relativně homogenní. Bylo zjištěno, že 100 mg houbičky sandwichové 
struktury obsahuje 17,3 mg rifampicinu. Pro dávkování 25 mg/kg byl odvozen vzorec: 
váha potkana (kg) * 0,145 = váha houbičky v mg 
 
Množství rifampicinu v sendvičových houbičkách bylo výrazně menší, než v houbičkách 
z homogenní kolagenní pěny (17,3 % w/w oproti 30,5 % w/w). Obr. 72 a 73 znázorňuje 
kinetiku uvolňování rifampicinu z obou typů houbiček. 
 
Obrázek 72 Porovnání množství uvolněného rifampicinu z homogenní kolagenní pěny 
(Homogenous) a z houbiček sendvičové struktury (Sandwich). 
 
Množství uvolněného rifampicinu po šesti hodinách již bylo pod detekčním limitem u 
všech vzorků homogenní pěny a dosahovalo hodnot 0-0,3 mg pro sandwichové struktury. 
Obrázek 73 znázorňuje procenta uvolněného rifampicinu za prvních 6 hodin. Celkové 





Obrázek 73 Procentuálně znázorněné uvolňování rifampicinu z homogenní kolagenní 
pěny (Homogenous) a z houbiček sendvičové struktury (Sandwich). Celkové množství 
uvolněné za 24 hodin (9 výměn) je považováno za 100 %. 
 
Na základě porovnání kinetiky eluce rifampicinu na obr. 73 je vidět, že v případě 
sandwichové struktury došlo k mírnému zpomalení uvolňování rifampicinu. Tento rozdíl 
však je pravděpodobně klinicky nevýznamný.  
Závěrem lze shrnout, že bylo zjištěno, že kolagenní houbičky sandwichové struktury 
mírně zpomalují uvolňování rifampicinu. Byly odvozeny vzorce, na základě kterých byla 
určována velikost houbiček implantovaných potkanům v in vivo pokusech. 
9.5 SHRNUTÍ IN VITRO EXPERIMENTŮ 
Byl navržen způsob přípravy kolagenových lyofilizátů pro aplikace formou 
hemostatického krytí s antibiotiky. Volbou parametrů přípravy byla optimalizována 
jejich vnitřní struktura, a to zejména z pohledu otevřené porozity s vhodně velikými póry 
a byla optimalizována míra jejich degradace. Optimalizovaný způsob přípravy byl 
aplikován při přípravě lyofilizátů s několika druhy antibiotik, jmenovitě vankomycinem 
a gentamicinem. Všechny materiály byly podrobeny degradačním testům, současně byl 
průběžně vyšetřován vliv jednotlivých kroků přípravy na zachování sekundární struktury 
kolagenu. Byla ověřena jejich depotizační schopnost, která je srovnatelná s komerčně 
vyráběnými a klinicky využívanými produkty z equinního kolagenu a bylo potvrzeno 







10 Testování biologických vlastností kolagenních pěn z rybího 
kolagenu - In vivo experimenty 
10.1 Gentamicin 
Byl proveden pokus na potkanech, kterým byla vyvolána infekce Pseudomonas 
aeruginosa (kmen CNCTC 5482) aplikací inokula do kožní kapsy. Tato infikovaná 
podkožní kapsa byla následně léčena aplikací zesíťované kolagenní houbičky (CLCS) s 
gentamicinem, připravené AV ČR (přesná chatakteristika viz výše). Celkem byly 
vytvořeny 3. skupiny zvířat – viz tabulka 3. V rámci experimentu byl sledován klinický 
stav, hladiny gentamicinu, markery zánětu (haptoglobin – u krys nelze použít CRP) a po 
ukončení experimentu množství CFU Pseudomonas aeruginosa v biopsii odebrané 
z místa inokulace. 
 
A Skupina s aktivní houbičkou 
(gentamicin) 
12 zvířat 
Dva řezy na zádech 
- inokulum + houbička s gentamicinem 
- pouze inokulum (kontrola systémového 
účinku vstřebaného gentamicinu) 
B Skupina bez atb. 
6 zvířat 
Dva řezy na zádech 
- inokulum + houbička bez gentamicinu 
- pouze inokulum 
C Aktivní kontrola s i. m. gentamicinem 
6 zvířat 
Dva řezy na zádech 
- inokulum + houbička bez gentamicinu 
- pouze inokulum 
Gentamicin byl aplikován se aplikoval i. 
m. 
Tabulka 3. Testované skupiny zvířat v pokusu s gentamicinem. 
 
Skupiny byly navrženy tak, aby byl zjištěn vliv systémového vstřebání/podání atb. a 









Inokulace a aplikace houbiček: 
Inokulace a aplikace houbiček/roztoku s gentamicinem. Zvířata byla uspána isofluranem. 
Chlupy na zádech byly oholeny pomocí depilačního krému. U zvířat byla na kraniální 
části zad na pravé i na levé straně od páteře chirurgicky vypreparována subkutánní kapsa 
řezem o délce cca 1 cm. Do kapsy bylo pomocí tuberkulinové injekční stříkačky 
aplikováno 0,5 mL fyziologického roztoku osahujícího Pseudomonas aeruginosa v 
koncentraci 2x107 CFU/mL (jednodenní bujón/5). Dále byla implantována 1 cm2 sterilní 
houbička (skupina A s gentamicinem, skupina B a C bez gentamicinu). Kapsa byla 
uzavřena polypropylenovými stehy. Na levé straně zad bylo aplikováno stejné množství 
roztoku s Pseudomonas aeruginosa jako kontrola systémového efektu vstřebaného 
gentamicinu. Pro aplikaci ve skupině A byly houbičky nastříhány na rozměr 1x1 cm. 
Podle pokusů s uvolňováním gentamicinu jsou ve vzorku o rozměru 1 cm2 obsaženy 2 
mg gentamicinu. Ve skupině C bylo aplikováno 2 mg gentamicinu intramuskulárně. 
Odběry krve pro farmakokinetickou studii a měření markerů zánětu (haptoglobin): 
Pro farmakokinetickou studii a monitorování zánětu byly provedeny odběry krve na 
stanovení plazmatických hladin gentamicinu a haptoglobinu (marker akutní fáze u 
potkanů) z jugulární žíly v časech: 
- 1 hodina (3 zvířata ze skupiny A a 2 ze skupiny C) 
- 2 hodiny (3 zvířata ze skupiny A a 2 ze skupiny C 
- 4 hodiny (3 zvířata ze skupiny A a 2 ze skupiny C) 
- 1. den byla rovněž v čase 1-4 hodiny odebrána všechna zvířata ze skupiny B (pro zjištění 
baseline 
hladiny haptoglobinu) 
- 2. den (3 zvířata ze skupiny A) + 3 zvířata ze skupin B a C 
 
Postup odběrů krve. Zvířata byla uspána isofluranem. Do heparinem vymyté eppendorfky 




(2500 otáček, 8 min). Následně bylo odebráno 300 mikrolitrů plasmy a naředěno pomocí 
300 mikrolitrů FR na 50 % pro dosažení objemu 500 µL (z důvodu mrtvého objemu při 
strojovém odběru vzorků při analýze). Analýza byla provedena v biochemické 
laboratoři VFN nefelometrickou imunochemiskou metodou (Beckman Coulter, 
Indianapolis, IN, USA). Byl použit dostupný kit na lidský haptoglobin (beta podjednotka 
krysího haptoglobinu má 80 % homologii s lidským haptoglobinem). Po inokulaci a 
odběrech krve byla zvířata vrácena do individuálních klecí.  
Utrácení zvířat a konečné zhodnocení: 
Všechna zvířata ze skupiny A, B i C, která přežila byla utracena 4. pooperační den. Zvířata 
byla utracena předávkováním anestézie – aplikováno 50 mg tiopentalu (0,5 mL roztoku 
o koncentraci 100 mg/mL) intraperitoneálně. 
Při terminaci byly provedeny následující odběry: 
- Intrakardiálně bylo odebráno větší množství krve do sérové zkumavky (červená s 
induktory 
srážení) na zjištění hladiny gentamicinu a haptoglobinu. 
- Byl odebrán větší vzorek tkáně z obou míst inokula – vystříhány svaly i kůže, která 
předtím byla oholena. Vzorek byl předán do sterilní zkumavky a označen číslem zvířete 
a písmenem L či P podle toho, ze které strany byl odebrán (P je s houbičkami). Do hodiny 
od odběru byly vzorky předány na pracoviště mikrobiologie za účelem zpracování jako 
klasickou biopsii, tedy otřít na Petriho misce a následně kultivovat. 
10.1.2 Výsledky 




Byly zaznamenány mírně vyšší koncentrace po SC podání (houbičky), než po IM podání 
(obrázek 74). Poločas gentamicinu po s. c. aplikaci pomocí houbičky je 51 min., poločas 
po i. m. podání je 40 min., což přibližně odpovídá literárním údajům o farmakokinetice 
gentamicinu u malých laboratorních zvířat. Potkani skupiny B – tedy bez ATB vykazovali 
2. a 4. den významně vyšší hladiny haptoglobinu, než skupina A (houbička) a C (i. m. 
gentamicin). Markery zánětu skupin A a C nabývaly téměř totožných hodnot. Hodnoty 
haptoglobinu odpovídaly klinickému vývoji i když se nepohybují mimo rozhraní 
referencí pro lidský haptoglobin (obrázek 74). 
 
Obr. 74 Hladiny haptoglobinu a gentamicinu u testovaných skupin potkanů infikovaných 
Pseudomonas aeruginosa. A – houbička s gentamicinem; B – bez antibiotik; C – 
intramuskulární gentamicin. (** p < 0.01; *** p < 0.001). 
 
Klinický obraz: 
Váha potkanů: potkani bez antibiotik výrazně neprospívali a ztratili na váze, zatímco 
v ostatních skupinách potkani přibírali na váze (tabulka 4). 
Skupina Počátek experimentu Konec experimentu 
(4. den po inokulaci) 
Změna 
A (houbička s gentamicinem) 248,1 ± 11,39 g (N=12) 269,3 ± 9,01 g (N=12) + 8,5 % 
B (sine gentamicin) 248,7 ± 7,58 g (N=6) 218,3 ± 16,88 g (N=4) - 12,2 % 
C (gentamicin i. m.) 250,5 ± 12,14 g (N=6) 271,8 ± 15,17 g (N=6) + 8,5 % 






1. den po inokulaci byla měřena teplota potkanům per rectum (tabulka 5). Potkani 
bez atb. měli statisticky významně (t-test) vyšší TT, než potkani s atb. 
 
Skupina Tělesná teplota per rectum 1. den 
po inokulaci 
A (houbička s gentamicinem) 36,7 ± 0,9 °C (N=12) 
B (bez gentamicinu) 38,2 ± 0, 8 °C (N=6) 
C (gentamicin i.m.) 36,4 ± 0,8 °C (N=6) 
Tab. 5 Tělesná teplota potkanů v jednotlivých skupinách měřená per rectum 1. den po 
inokulaci. 
 
Fyzikální vyšetření zkušenou veterinářkou 1. den po inokulaci: 
Skupina A: 9 bez pozoruhodností, 3 vykazují mírné odchylky od normálního chování 
(úlevová poloha 
atd.). Skupina B: Jeden potkan bez pozoruhodností – sám se čistí. 5x viditelně strádající 
zvířata s četnou chromodacryorrheou – porfyriny u očí a u čumáku. Tachypnoe, záškuby, 
úlevová poloha. 2. den po inokulaci 2 zvířata uhynula. Skupina C: Zvířata byla zcela v 
pořádku, lezou nahoru a čistí se. 
 
Poslechový nález na plicích: 
Skupina A: u jednoho potkana mírné chrůpky, jinak normální poslechový nález. Skupina 
B: jeden potkan s normálním poslechovým nálezem, jeden výrazně nepravidelný dech, 4 
pískoty, jeden i chrůpky. Zvířata, která uhynula měla pískoty. Skupina C: 4x normální 
nález, 1x chrůpky, 1x zastřený nádech 
Výsledek mikrobiologické kultivace z biopsií odebraných 4. den po inokulaci při 
terminaci: 
 
Obr. 75 Počet CFU (colony forming units) ve vzorcích z jednotlivých skupin zvířat. (L = 





Tabulka 6. Počet CFU (colony forming units) ve vzorcích z jednotlivých skupin zvířat. 
 
Byla zaznamenána dobrá efektivita jak i. m., tak s. c. (pomocí houbičky) podaného 
gentamicinu. Byl zaznamenán trend k lepší efektivitě gentamicinu aplikovaného s. c., 
nicméně nebylo dosaženo statisticky signifikantního výsledku. 
10.1.3 Závěr (in vivo pokusy s gentamicinem): 
Jednoznačně bylo prokázáno, že připravené houbičky jsou efektivním nosičem 
gantamicinu. Pomocí této aplikace byl efektivně zaléčen intenzivní septický zánět, který 
je pro zvířata potenciálně letální. Jednou dávkou gentamicinu se podařilo snížit inokulum 
natolik, že zvířata úspěšně přežila do 4. dne. Rozdíl byl klinický, mikrobiologický (CFU) 
i laboratorní (haptoglobin). Podařilo se prokázat efektivitu  houbiček, jako drug delivery 
matrix. Efektivně snižují inokulum lokálně (AP strana měla nejméně CFU ze všech – obr. 








Byl proveden pokus na potkanech, kde do chirurgicky vytvořené podkožní kapsy byl 
inokulován infekční bujon s mehicilin rezistentním Staphylococcus aureus (MRSA) a 
dané skupině zvířat je do této kapsy také přidána kolagenní houbička z rybího kolagenu 
třeboňského kapra s implementovaným vankomycinem. Byly použity 2. skupiny zvířat 
(tabulka č. 7).  
A Skupina s aktivní houbičkou 
(vancomycin) 
12 zvířat 
Dva řezy na zádech: 
- - infekce + houbička s vancomycinem 
- pouze infekce 
B Skupina bez atb. 
6 zvířat 
Dva řezy na zádech: 
- - infekce + houbička bez vankomycinu 
- pouze infekce 
Tabulka č. 7. skupiny zvířat použité v in vivo experimentu s vankomycinem. 
 
Nastříhané houbičky k aplikaci o rozměru 1x1 cm obsahovaly 7,5 mg vankomycinu,  
tedy 30 mg/kg při předpokládané váze zvířat 250 g. Tato dávka  odpovídá nejvyšším 
doporučovaným nasycovacím dávkám u lidí. 
10.2.1 Metodika: 
Inokulace a aplikace houbiček: 
Inokulace a aplikace houbiček s vankomycinem. Zvířata byla uspána isofluranem. Chlupy 
na zádech byly oholeny pomocí depilačního krému. U zvířat byla na kraniální části zad 
na pravé i na levé straně od páteře chirurgicky vypreparována subkutánní kapsa řezem o 
délce cca 1 cm. Do kapsy bylo pomocí tuberkulinové injekční stříkačky aplikováno 0,5 
mL fyziologického roztoku osahujícího Staphylococcus aureus (kmen CNCTC 6271) v 
koncentraci 2x107 CFU/mL (jednodenní bujón/5). Dále byla implantována 1 cm2 sterilní 
houbička (skupina A s vankomycinem, skupina B bez vankomycinu). Kapsa byla 
uzavřena polypropylenovými stehy. Na levé straně zad bylo aplikováno stejné množství 
roztoku se Staphylococcus aureus. Pro aplikaci ve skupině A byly houbičky nastříhány 






Odběry krve pro farmakokinetickou studii a měření markerů zánětu (haptoglobin): 
Pro farmakokinetickou studii a monitorování zánětu byly provedeny odběry krve na 
stanovení plazmatických hladin gentamicinu a haptoglobinu (marker akutní fáze u 
potkanů) z jugulární žíly (každé zvíře 2x v průběhu pokusu) v časech: 
- 30 min (3 zvířata ze skupiny A) 
- 1 hodiny (3 zvířata ze skupiny A) 
- 2 hodiny (3 zvířata ze skupiny A, 6 zvířat ze skupiny C) 
- 4 hodiny (3 zvířata ze skupiny A) 
- 1. 2. a 3. den po inokulaci (4 zvířata ze skupiny A, 2 zvířata ze skupiny B) 
 
Postup odběrů krve. Zvířata byla uspána isofluranem. Do heparinem vymyté eppendorfky 
byla odebrána krev heparinem promytou jehlou a stříkačkou. Následně byl vzorek stočen 
(2500 otáček, 8 min). Následně bylo odebráno 300 mikrolitrů plasmy a naředěno pomocí 
300 mikrolitrů FR na 50 % pro dosažení objemu 500 µL (z důvodu mrtvého objemu při 
strojovém odběru vzorků při analýze). Analýza byla provedena v biochemické 
laboratoři VFN nefelometrickou imunochemiskou metodou (Beckman Coulter, 
Indianapolis, IN, USA). Byl použit dostupný kit na lidský haptoglobin (beta podjednotka 
krysího haptoglobinu má 80 % homologii s lidským haptoglobinem). Po inokulaci a 
odběrech krve byla zvířata vrácena do individuálních klecí.  
 
Utrácení zvířat a konečné zhodnocení: 
Všechna zvířata ze skupiny A i B byla utracena 4. pooperační den. Zvířata byla utracena 
předávkováním anestézie – aplikováno 50 mg tiopentalu (0,5 mL roztoku o koncentraci 
100 mg/mL) intraperitoneálně. 
Při terminaci byly provedeny následující odběry: 





srážení) na zjištění hladiny gentamicinu a haptoglobinu. 
- Byl odebrán větší vzorek tkáně z obou míst inokula – vystříhány svaly i kůže, která 
předtím byla oholena. Vzorek byl předán do sterilní zkumavky a označen číslem zvířete 
a písmenem L či P podle toho, ze které strany byl odebrán (P je s houbičkami). Do hodiny 
od odběru byly vzorky předány na pracoviště mikrobiologie za účelem zpracování jako 
klasickou biopsii, tedy otřít na Petriho misce a následně kultivovat. 
10.2.2 Výsledky 
Klinický obraz pokusných zvířat v obou větvích byl bez vážnější alterace po celou dobu 
pokusu, stejně tak se neměnila tělesná teplota zvířat. Ve skupině B byl nesignifikantně 
pomalejší nárůst tělesné hmotnosti. Haptoglobin významně stoupl v obou větvích a 
následně poklesl. 4. den dosáhl rozdíl mezi skupinami A a B statistického významu 
(obrázek 76). 
 
Obrázek 76. Vývoj haptoglobinu (protein akutní fáze u krys) v průběhu pokusu s MRSA 
infekcí a vankomycinem impregnovanou houbičkou. A – aktivní větev s vankomycinem 





Vankomycin měl v prvních třech vzorcích (0,5, 1 a 2 hodiny po podání) srovnatelnou 
hladinu a následně začal klesat s poločasem 2,2 hodiny mezi 2. a 4. hodinou a 6,6 hodin 
mezi 4. a 24. hodinou od podání (obrázek č. 77). 
 
 
Obrázek 77. Pokles hladiny vankomycinu po podání kolagenní houbičky impregnované 
vankomycinem s. c. 
 
Srovnání počtu CFU mezi skupinami a v léčených a neléčených ránách je v tabulce 8. 
Hodnoty CFU ve skupině B byly na obou stranách statisticky významně vyšší, než ve 
skupině A, což svědčí pro efektivitu léčby podaným vankomycinem formou s. c. 









 CFU median (IQR)  
Vzorek 
Skupina A 
(houbička s vanco) 
Skupina B 
(houbička bez vanco) 
 
Pravá strana (houbička) 10.5 (5-26.25) 140 (107.5-187.5) p=0.0066 
Levá strana (bez 
houbičky) 
25 (15-35) 65 (35-245) p=0.0149 
 p = 0.1839 p=0.5887  
Tabulka č. 8 – počet CFU MRSA v biopsiích krys léčených vankomycinovými 
houbičkami (skupina A) a v kontrolní skupině (skupina B). 
 
10.2.3 Závěr (in vivo pokusy s vankomycinem): 
Jednoznačně bylo prokázáno, že připravené houbičky jsou efektivním nosičem 
vankomycinu. Houbičky se jeví jako ideální prostředek na pravidelné převazy 
raninfikovaných G+ bakteriemi á 24 hodin, neboť vankomycin je na rozdíl od 
aminoglykosidů na čase závislé antibiotikum (resp. PK/PD parametr, který zde sledujeme 
je AUC:MIC, (Rybak JM et al., 2020, Moise-Broder PA, et al., 2004). Nestačí tedy zajistit 
dostatečně vysokou koncentraci v počátku léčby a spolehnout se na postantibiotický 
efekt. Bylo prokázáno, že vankomycin se uvolňuje z houbiček 24 hodin. 
10.3 Rifampicin 
V rámci studia houbiček s rifampicinem bylo upuštěno od infekčních modelů a byla 
provedena pouze farmakokinetická studie monitorující uvolňování rifampicinu 
z houbiček aplikovaných do podkoží. Za tímto účelem byly potkanům implantovány 
karotické katetry pro opakované odběry krve. V rámci pokusů byly rovněž odebírány 





Pro ověření rychlosti uvolňování rifampicinu in vivo byl použit potkaní model (obrázek 
78). Byli použiti dospělí samci kmene Wistar rat. Potkanům byly chirurgicky zavedeny 
kanyly do arteria carotis dle standardního protokolu (Feng J, et al., 2015). Aplikace 
kanyly byly prováděny po 6-8 hodinovém lačnění za aseptických podmínek po anestézii 
aplikací kombinace anestetik xylazin+ketamin i.m. (5-10 mg/kg+60-80 mg/kg). Po 
katetrizaci a odeznění anestezie se potkani individuálně zotavovali v kleci s přístupem k 
potravě a vodě ad libitum. Potkani byli pozorování v intervalech 2 hodiny po dobu 
alespoň 4 hodin, nebo dokud nebyly patrny žádné známky bolesti a pak jednou denně. 
Bezprostředně po ukončení anestézie byl aplikován ketoprofen (5 mg/kg, subkutánně) a 
event. bylo v dávkování pokračováno každých 12 hodin, pokud potkan vykazoval 
známky bolesti nebo strachu. Po 72 hodinách byli potkani, kteří se dostatečně zotavili a 
kteří dosáhli > 10 g hmotnosti před katetrizaci, zařazeni do farmakokinetické studie. Až 
do ukončení odběrů vzorků krve byli potkani ponecháni jednotlivě v klecích, aby 
nedocházelo k vzájemnému napadání a poškozovaní zavedených kanyl. Objem odebrané 
krve (0,1-0,3 ml) byl průběžně nahrazován stejným objemem fyziologického roztoku, 
kanyly byly po každém odběru heparinizovány. Potkanům byl aplikován 
nízkomolekulární heparin 1x denně po dobu trvání experimentu. Po posledním odběru 
vzorku krve byli potkani uspáni isofluranem a usmrceni pomocí kombinace 
embutramidu, mebezonia a tetracainu (T-61 - přípravek k bezexcitační euthanasii zvířat, 






Obr. 78 Průběh implantace houbiček do podkoží potkanů: zavedení kanyly (A, B), 
příprava operačního místa (C), implantace houbičky do podkoží (D), potkan po sutuře 
(E), odběr krve pomocí katétru (F). 
 
Vzhledem k tomu, že rifampicin podléhá enterohepatální recirkulaci, což by mohlo 
ovlivnit výsledky experimentu, byla pro účely pokusu ze standardních granulí vytvořena 
směs s 10 % aktivního uhlí (Carbosorb®, IMUNA PHARM, a.s. Jarková 17 082 22 
Šarišské Michaľany, Slovenská republika). Aktivní uhlí v koncentraci 5% efektivně 
snížilo enterohepatální cirkulaci bilirubinu u potkanů (Davis DR, et al., 1983).  
 
Obvyklá p. o. dávka rifampicinu u lidí je 10 mg/kg tělesné hmotnosti, u dětí až 20 mg/kg. 
Adekvátní p. o. dávka aplikovaná u potkanů je 25 mg/kg 2 x denně (Brinkman CL, et al., 
2015, Vergidis P, et al 2015). Byl proveden jednodávkový farmakokinetický experiment 
s aplikací 25 mg/kg rifampicinu subkutánně buď pomocí testovaných houbiček 
(homogenní kolagenní pěna, nebo sandwichová struktura), případně jako roztok o 








Označení Popis Počet zvířat 
H 
Skupina s aktivní houbičkou („homogenní pěna“) 
Řez na zádech, podkožní aplikace houbičky. 
n=5 
S 
Skupina s aktivní houbičkou („sendvičová struktura“) 
Řez na zádech, podkožní aplikace houbičky. 
n=6 
K 
Kontrolní skupina se s. c. aplikací rifampicinu. 
Řez na kůži a sešití (sham surgery), aplikace roztoku rifampicinu 
s.c. 
n=5 
Tabulka 9. Větve experimentu a počty použitých zvířat při studiu houbiček s 
rifampicinem. 
 
Dávka byla určena buď pomocí váhy houbičky (větev H a S), nebo pomocí objemu 
roztoku rifampicinu (větev K, koncentrace 60 mg/mL) připraveného ředěním pomocí 
aqua pro injectione podle SPC bezprostředně před aplikací z přípravku Eremfat® 
(RIEMSER Pharma GmbH Ander Wiek, 17493 Greifswald - lnsel Riems, Německo) 
podle SPC: 
- homogenní kolagenní pěna (větev H): váha potkana (kg) x 0,082 = váha houbičky 
(mg) 
- houbičky sandwichové struktury (větev S): váha potkana (kg) x 0,145 = váha 
houbičky (mg) 
- roztok rifampicinu (60 mg/mL, větev K): váha potkana (kg) x 0,42 = objem roztoku v 
µL 
 
Po aplikaci vzorků byly provedeny odběry vzorků v časech 30 min; 60 min, 2h, 4h, 6h, 
10h a dále á 12 hodin do ukončení pokusu 4. den experimentu (jako den 0 byl označen 
den implantace houbiček). Vzorky krve byly přeneseny do Eppendofových zkumavek. 
Po aktivaci koagulační kaskády byly vzorky centrifugovány 8 minut při 5 000 otáčkách a 
sérum přepipetováno do nové Eppendorfovy zkumavky a uloženo v -80°C do doby 
analýzy (postup HPLC popsán výše). 4. den byla zvířata terminována a oblast 
s implantovanými houbičkami (větve H a S), případně oblast, kam byl s. c. aplikován 




patologickou analýzu. Do patologické laboratoře byly všechny vzorky dodány nejpozději 




Obr. 79 znázorňuje průběh hladin rifampicinu u jednotlivých skupin potkanů. 
 
Obr. 79 Průběh hladin rifampicinu u jednotlivých skupin potkanů. 
 
Parametry farmakokinetické analýzy jsou v tabulce č. 10. Vzhledem k variabilitě mezi 
jednotlivými potkany vyšla i při srovnatelných dávkách rozdílná AUC u kontrolní větve 
(K) a větví S a H (7,1 µg*h/mL oproti 10,5, resp. 10,4 µg*h/mL). Zároveň T1/2 je mezi 
skupinou K a skupinou S srovnatelný i když graf na Obr.73 naznačuje pomalejší pokles 
hladin ve skupině S. Jedná se o chybu, která pravděpodobně vznikla při příliš malém 
množství odběrů v průběhu eliminační fáze. Pro skupiny K a S je poločas počítán pouze 
ze tří hodnot a proložení úsečky ve skupině S při semilogaritmickém zobrazení hodnot je 
málo spolehlivé. Oproti tomu poločas ve skupině H je počítán ze čtyř hodnot a jedná se 













S + H 
Lambda_z 1/h 0.205151 0.144321 0.20274 0.168502 
t1/2 h 3.378725 4.802803 3.418901 4.113579 
Tmax h 6 6 6 6 
Cmax μg/ml 0.720789 0.609001 0.779227 0.669976 
Tlag h 0 0 0 0 
Clast_obs/Cmax 
 
0.006217 0.006274 0.037674 0.002592 
AUC 0-t μg/ml*h 10.50601 10.38566 7.166327 10.46597 




0.997925 0.997457 0.980195 0.999016 
AUMC 0-
inf_obs μg/ml*h^2 103.2784 121.5198 52.76836 111.5038 
MRT 0-inf_obs h 9.810016 11.67098 7.217543 10.64345 
Vz/F_obs (mg/kg)/(μg/ml) 11.57517 16.63679 16.86619 467.349 
Cl/F_obs (mg/kg)/(μg/ml)/h 2.374653 2.401044 3.419446 78.74934 
Tabulka 10. Parametry farmakokinetické analýzy. 
 
Vzhledem k tomu, že průběh hladin u testovaných houbiček (větve S a H) je velice 
podobný, byla rovněž provedena analýza výsledků větví S a H dohromady a srovnána 






Obr. 80 Průběh hladin rifampicinu u jednotlivých skupin potkanů (větve S a H počítány 
dohromady). 
 
Při porovnání houbiček dohromady (S+H) a kontrolní větve je patrné, že první dvě 
hodnoty se liší – kontrolní větev dosahuje o něco vyšších hodnot, což značí rychlejší 
vstřebávání rifampicinu při s. c. aplikaci roztoku. Oba výsledky se statisticky 
signifikantně liší (p=0,0003 pro 30 min a p=0,0008 pro 60 min). Dále je průběh křivek 
víceméně srovnatelný a výraznějších rozdílů je dosaženo v čase 10 h a 22 hodin, kdy 
pokles hladin ve skupině S+H je pomalejší oproti kontrole. Tyto výsledky téměř dosahují 
statistické signifikance (p=0,0653 pro 10 hodin a p=0,0846 pro 22 hodin). 
 
Farmakokinetická analýza neprokázala rozdíly mezi homogenními a sendvičovými 
houbičkami. Houbičky se o něco lišily od subkutánně aplikovaného roztoku. Rozdíl však 
není vs klinicky významný. Poločas rifampicinu byl 3,4 hodiny po podání roztoku a 4,1 
hodin po podání formou houbiček. To je výrazně menší hodnota, než byla v literatuře 
popsána pro p. o. aplikovaný rifampicin u krys (T1/2 10-14 h podle toho, zda byl podáván 
nalačno, či s potravou) (Shimomura H, et al., 2016). Uvolňování rifampicinu probíhalo 
cca 24 hodin u roztoku a kolem 30 hodin u houbiček. Případná snaha o delší retardace 
uvolňování rifampicinu z houbiček by ani neměla význam z důvodu jeho rozkladu při 




10.4 LOKÁLNÍ REAKCE NA HOUBIČKY S RIFAMPICINEM PODANÉ 
POTKANŮM DO PODKOŽÍ 
 
Vzorky tkáně byly makroskopicky popsány a rozřezány na 3-4 části. Bylo použito 
klasické histotechnologické zpracování (fixace, dehydratace atd.) a připraveny standardní 
formalínem fixované parafínové bloky. Byly použity následující 3 barvící techniky: 
 
1. Standardní haematoxylin a eosin, kombinovaný s Weigertovou resorcin-fuchsinovou 
metodou pro zobrazení elastických vláken. 
2. Picrosiriová červeň za účelem identifikace kolagenových vláken, kombinovaná s 
Weigertovou resorcin-fuchsinovou metodou barvení elastických vláken. 
3. Alcianová modř (pH 2.5), kombinovaná s reakcí PAS (Periodic Acid Schiff). 
 
Homogenní kolagenní pěny 
U všech zvířat byly nalezeny podobné morfologické změny s mírnou reakcí pojivové 
tkáně, která je projevem normálního hojícího procesu. Byla zaznamenána formace 
edematózní granulační tkáně kolem nových tenkostěnných kapilár (Obr. 81). 
Mikroskopické tkáňové výstupky (granulace) byly zaznamenány kolem nově tvořených 
kapilár (Obr. 81). S výjimkou jednoho zvířete, u kterého se projevila mírná zánětlivá 
reakce v nově tvořené granulační tkáni, nebyly zaznamenány známky zánětu okolo 






Obr. 81 V horní části (zelená šipka) je vidět mikroskopická struktura homogenní 
kolagenní pěny, která byla v rámci pokusu implantována do podkoží. Tmavě modrá 
šipka označuje mírnou reakci pojivové tkáně, která je normální při hojícím procesu 
(edematózní granulační tkáň kolem novotvořených tenkostěnných kapilár a formace 
malých výstupků bez známek zánětu). Červená šipka označuje svalovou tkáň. (barvení: 
H&E s Weigertovým resorcin-fuchsinem). 
 
Byl kompletně zhodnocen celý povrch implantované homogenní kolagenní pěny 
v příčných řezech a zaznamenány srůsty mezi houbičkou a potkaní pojivovou tkání 
v různě dlouhých částech. V oblastech, kde ke srůstům docházelo, byly zaznamenány 










Obr. 82 U většiny zvířat ve skupině H byly nalezeny oblasti se srůsty homogenní 
kolagenní pěny a potkaní pojivové tkáně. Šipky vyznačují buňky, které pronikají z 









Houbičky sendvičové struktury 
 
Všechna zvířata vykazovala podobné morfologické změny, jako skupina H (homogenní 
kolagenní pěny (Obr. 84). 
   
Obr. 84 Vlevo: podobně, jako na Obr. 81, je v horní části zelenou šipkou označena 
houbička, která má uprostřed odlišnou oblast (vyznačena červeně). Reakce okolní tkáně 
je velice mírná. Vpravo: ve spodní části obrázku je detail edematózní granulační tkáně s 
roztroušenými zánětlivými buňkami (normální reakce). (barvení: H&E s Weigertovým 
resorcin-fuchsinem).    
 
Zaznamenali jsme mírně častější výskyt oblastí se srůsty potkaní tkáně s materiálem 






Obr. 85 V horní oblasti obrázku je ve střední části vrstvy tvořené houbičkou vidět 
pronikající buňky, které tvoří strůst pojivové tkáně s houbičkou. Na spodní části obrázku 




Obr. 86 Šipkami je označen detail buněk, které pronikají do struktury houbičky a tvoří 






Tkáň v oblasti s. c. aplikace roztoku rifampicinu 
Všechna zvířata vykazovala podobné morfologické změny, nekrózy a těžkou zánětlivou 
tkáňovou reakci s demarkačními zónami a krvácením. Navíce byly patrné roztroušené 
vícejaderné buňky, které mohou charakterizovat reakci na cizí materiál, nebo reakci na 
těžké poškození tkáně (Obr. 87-89). 
 
 
Obr. 87 Těžké zakrvácení v horní části obrázku. Ve střední části je granulační pojivová 
tkáň se zánětlivými buňkami a rozptýlenými vícejadernými buňkami, které mohou 
znamenat reakci na cizí materiál, nebo těžké poškození tkáně. Ve spodní části obrázku 






Obr. 88 Oblast tkáňové nekrózy (šipka) s periferní demarkační zónou a granulační 






Obr. 89 Množství granulační tkáně na okraji s vícejadernými buňkami a krvácením 






Závěr histologického hodnocení 
Bylo zjištěno, že lokální reakce na houbičky je naprosto minimální, což je ve shodě 
s literaturou, která popisuje rybí kolagen jako méně alergenní, než kolagen savčí  (Lukac 
P, et al., 2019, John P, et al., 2015, Yamada S, et al., 2014, Chou CH, et al., 2014, Lambert 
L, et al., 2019). Naopak samotný rifampicin (pravděpodobně pro vysokou koncentraci 
aplikovanou s.c.) působil na tkáně zčásti destruktivně. Zesíťovaný rybí kolagen by tak 
mohl sloužit i jako léková forma pro lokálně aplikované přípravky, která tlumí místní 
reakci. 
10.4.1 Závěr (in vivo pokusy s rifampicinem) 
Typ testovaných houbiček neměl vliv na uvolňování rifampicinu in vivo. Bylo nicméně 
zjištěno, že houbičky mírně zpomalují vstřebání antibiotika a budou tedy udržovat 
efektivní koncentravci v místě infekce min. 24 hodin. Po delší dobu by nemělo 
uvolňování smysl, neboť rifampicin ztrácí stabilitu při tělesné teplotě. Bylo rovněž 
zjištěno, že houbičky s rifampicinem jsou velice dobře tolerovány pouze s minimální 







V rámci výzkumu jsme vyvinuli nový protoryp převazového materiálu, který může 
ideálně sloužit jako krytí na infikovanou ránu. Podle původce infekce lze zvolit 
antibiotikum gentamicin, vankomycin, nebo rifampicin. Kolagen ze kterého je použitá 
pěna vyrobena pochází z třeboňského kapra (Cyprianus carpio), je tedy ideální surovinou 
v podmínkách České republiky s dlouholetou tradicí chovu této ryby. Pro udržení 
stability při tělesné teplotě je rybí kolagen zesíťovaný karbodiimidem, který zpomaluje 
rychlost odbourávání a zvyšuje stabilitu krytí. Prokázali jsme rovněž excelentní 
biokompatibilitu, kdy docházelo m.j. k prorůstání buněk do kolagenní matrix. Nutnost 
síťování tedy není na překážku použití rybího kolagenu k tomuto účelu. Rybí kolagen je 
rovněž méně imunogenní, než kolagen bovinní. V rámci našich experimentů jsme 
prokázali imunotoleranci na myším modelu, která byla minimálně stejná jako u bovinního 
kolagenu a některých aspektech podle očekávání dokonce bovinní kolagen předčila. 
Veškeré pokusy in vivo proběhly s finálním produktem po lyofilizaci a sterilizaci gama 
zářením, která prokazatelně mění vlastnosti kolagenního materiálu (Randall HC et al., 
2018, Harrell CR, et al., 2018). Struktura byla hodnocena pomocí rastrovacích obrazů 
elektronové mikroskopie, mikropočítačové tomografie a infračervené spektrometrie. 
(Jackson M, et al., 1995) 
Strukturální stabilita a vlastnosti uvolňování gentamicinu, vankomycinu a rifampicinu 
byly hodnoceny ve fyziologickém roztoku pufrovaném fosfáty. Poté byly použity 
mikrobiologické testy a krysí model rány infikované Pseudomonas aeruginisa, nebo 
methicilin-rezistentním Staphylococcus aureus (MRSA) k testování účinnosti léčby 
infikované rány.  
Po počáteční ztrátě hmoty v důsledku uvolnění vankomycinu zůstaly houbičky stabilní. 
Po 7 dnech expozice ve fyziologickém roztoku pufrovaném fosfáty (37° C) zůstalo 60% 
materiálu se zachovanou sekundární strukturou kolagenu spolu s vysokým stupněm 
otevřené pórovitosti (více než 80%). Analýza uvolňování antibiotik odhalila ve všech 
případech homogenní distribuci antibiotika napříč i mezi houbami. Uvolňování 
vankomycinu a rifampicinu bylo mírně zpomaleno oproti i. p. podání, což odpovídá 




modelem, z něhož byly ve vzorcích krve pozorovány měřitelné koncentrace 24 hodin po 
subkutánní implantaci houby s vankomycinem a 30 hodin v případě rifampicinu, což bylo 
více, než po podání intraperitoneálním. Houba byla také vysoce účinná, pokud jde o 
snížení počtu jednotek tvořících kolonie v biopsiích extrahovaných z infikovaných ran 4 
dny po naočkování ran roztokem MRSA, nebo Pseudomonas. Prezentované houby mají 
ideální vlastnosti, pro možné využití, jako obvazu na rány k prevenci infekce v místě 
chirurgického zákroku nebo k léčbě již infikovaných ran. 
Vlastnosti, které komplikují klinické použití rybího kolagenu, je to, že jeho denaturační 
teplota je nižší než teplota lidského těla a že jeho vlastnosti se liší nejen mezi druhy, ale 
také podle jiných faktorů, zejména podle teploty, při které ryby žily. Rybí kolagen musí 
být proto stabilizován zesíťováním, aby se získal produkt s reprodukovatelnými 
vlastnostmi, které se nerozkládají a nerozpouštějí se v krvi a sekretech rány.  
V rámci naší práce byly vyvinuty kolagenní hemostatické pěny z rybího kolagenu 
sladkovodních ryb – třeboňského kapra.  Byly vyvinuty postupy, které umožnují 
programovat porozitu a degradaci tohoto rybího kolagenu. Byly vytvořeny postupy 
implementace léčiv do těchto kolagenních pěn. Výzkumem a vývojem v tomto projektu 
byly vytvořeny neantigenní implantáty z rybího kolagenu sladkovodních ryb, ve kterých 
je integrována i léčivá složka farmak a jejichž resorbovatelnost je řízena materiálovým 
složením implantátu.  
V rámci projektu byly vygenerovány 3 funkční vzorky. V průběhu řešení vznikl a byl 
přijat Úřadem průmyslového vlastnictví jeden užitný vzor a druhý je připravován k podání. 
Shrnutí poznatků vzniklých v průběhu řešení projektu vedlo k vypracování a zahájení 
patentového řízení – byl podán český a evropský patent na tuto nově vyvinutou 
technologii. 
Z hlediska potvrzení/vyvrácení hypotéz práce se ukázalo, že rybí kolagen není zcela 
neantigenní hmotou, eliminující imunitní reakci po implantaci in vivo, ale je podstatně 
méně imunogenní ve srovnání se standardně užívaným bovinním kolagenem. Potvrdili 
jsme hypotézu č. 2 – tedy je do značné míry možné navrženou konstrukcí programovat 
rozpad kolagenních pěn v čase téměř lineárním způsobem a stejně tak lze programovat 
uvolňování léčiva z této pěny tak, aby po dobu rozpadu zůstavala aktivní ve smyslu 




Cíle práce byly splněny – na počátku jsme vyvinuli metodiku pro testování imunogenicity 
základní kolagenní hmoty – rybího kolagenu z třeboňského kapra, podařilo se 
naprogramovat v čase optimální uvolňování antibiotika v ráně a současně obdobně 
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